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RESUMO

NOGUEIRA, Tatiana Lucia Santos. Ancestralidade genémica matrilinear de
individuos das regibes Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil. 2019. 119 f. Tese
(Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estados do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

As caracteristicas étnicas da populagao brasileira refletem cinco séculos de
histéria que marcam o processo de povoamento durante o periodo colonial, o qual
envolveu a interrelagdo de nativos indigenas, colonizadores europeus e escravos
africanos. O objetivo deste estudo foi caracterizar as linhagens maternas dos
complexos regionais do Centro-Oeste, do Norte e do Nordeste do pais com base na
analise completa da regido controle do DNA mitocondrial. Foram incluidas amostras
de 413 individuos nao relacionados, nascidos nos quatro Estados da regido Centro-
Oeste, em seis Estados da regido Norte e em sete da regido Nordeste. Nas analises
de diversidade genética em nivel intrapopulacional foram encontrados 149
haplétipos diferentes na regido Centro-Oeste, 141 na regido Norte e 93 na regiao
Nordeste num total de 159, 154 e 100 haplotipos de cada regido, respectivamente.
Uma alta diversidade haplotipica foi observada na regido Centro-Oeste (0,9990 *
0,0009) e nas regides Norte e Nordeste os indices se mostraram proporcionalmente
semelhantes (0,9985 + 0,0010 e 0,9984 * 0,0018). As proporcdes relativas das
linhagens maternas com base na determinagdo dos haplogrupos foi de 62,99% de
amerindios, 32,47% de africanos e 4,54% de europeus na regido Norte; 47,17% de
amerindios, 32,85% de africanos e 16,98% de europeus na regido Centro-Oeste ¢€;
39% de amerindios, 44% de africanos e 17% de europeus na regido Nordeste. Estes
dados estao alinhados com o contexto histérico da colonizagcdo do Brasil e de como
se deu o processo de povoamento ao longo de cinco séculos. Distancias genéticas
significativas foram observadas entre a regido Nordeste e as regides Centro-Oeste e
Norte, bem como com as populagdes da regido Sudeste. A populagdo de Santa
Catarina apresentou alto indice de diversidade nas comparagbes com todas as
populag¢des analisadas, em consonancia com as influéncias migratorias de europeus
que marcaram a regiao Sul do pais na época da colonizagao. Uma base de dados
de 383 hapldtipos foi construida para as regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste do
Brasil o que podera contribuir para a expansao de dados ja existentes das linhagens
mitocondriais de povos da América do Sul.

Palavras-chave: DNA mitocondrial. Populagéo brasileira. Genética populacional.
Regido Centro-Oeste. Regiao Norte. Regido Nordeste.



ABSTRACT

NOGUEIRA, Tatiana Lucia Santos. Matrilineal genomic ancestry of individuals from
Midwest, North and Northeast of Brazil. 2019. 119 f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estados do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

The ethnic characteristics of the Brazilian population reflect four centuries of
history that marked the process of settlement during the colonial period, which
involved the interrelationship of indigenous natives, European colonizers and African
slaves. The objective of this study was to characterize the maternal lineages of the
regional complexes of the Midwest, North and Northeast of the country based on the
complete analysis of the mitochondrial DNA control region. Samples from 413
individuals unrelated were included, predominantly male gender, born in the four
states of Midwest, in the sex states of North and in seven states of Northeast region.
The genetic diversity analyzes at intrapopulation level showed 149 different
haplotypes in the Midwest region, 141 in the North region and 93 in the Northeast
region, in a total of 159, 154 and 100 haplotypes from each region, respectively. A
high haplotype diversity was observed in the Midwest region (0.9990 + 0.0009) and in
the North and Northwest regions the indexes were proportionally similar (0.9985 +/-
0.0010 e 0.9984 + 0.0018). The relatively proportions of the maternal lineages based
in the haplogroups determination was 62.99% of Amerindian, 32.47% of African and
4.54% of European in the North region; 47.17% of Amerindian, 32.85% of African
and 16.98% of European in the Midwest region and; 39% of Amerindian, 44% of
African and 17% of European in the Northeast region. These data are in
concordance with the historical context of Brazil’s colonization and with how the
settlement process occurred within the past five centuries. Significant genetic
differentiation was observed between the Northeast region and both the Midwest and
North regions, as well as with the Southeast region population. The population from
Santa Catarina presented a high differentiation index in the comparison with all
populations analyzed, in consonance with the migratory influences of Europeans that
marked the southern region of the country at the time of the settlement process. A
database of 383 haplotypes was created for the North, Northeast and Central West
regions of Brazil, which may contribute to the expansion of already existing data of
the mitochondrial lineages of South American peoples.

Keywords: Mitochondrial DNA. Brazilian population. Populational Genetics. Midwest

Region. North Region. Northeast Region.
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INTRODUGAO

O genoma mitocondrial dos mamiferos se caracteriza por uma molécula
circular dupla fita, sendo constituido por 16.659 nucleotideos, 37 genes e uma regiao
controle contendo trés sequéncias polimérficas denominadas de HVI, HVII e HVIII
(Anderson et al., 1981; Andrew et al., 2011; Van Oven e Kayser, 2008). Em
comparagao com o genoma nuclear, o DNA mitocondrial (DNAmt) apresenta-se em
elevado numero de copias por célula, ndo estando sujeito a recombinagao e constitui
uma heranga exclusivamente materna. Cada célula somatica pode conter um
numero variavel de cépias de DNAmt, de acordo com o tipo de tecido, de cerca de
200 a 100.000 copias. Geralmente, todas as cépias de DNAmt no interior da célula
sao idénticas entre si, condicdo denominada de homoplasmia. Entretanto, cépias
diferentes de DNAmt podem coexistir em variadas proporgcdes entre as células de
um mesmo tecido, entre diferentes 6rgdos de um mesmo individuo ou entre
individuos de uma mesma familia. Tal caracteristica € chamada de heteroplasmia
(DiMauro e Schon, 2001; Taylor e Turnbull, 2005; Berger et al., 2011; Chinnery e
Hudson, 2013; Ramos et al, 2013; Just et al, 2015; Stewart e Chinnery, 2015; Yusoff
et al., 2015).

Por ser um genoma que possui uma taxa de mutagao significativamente
superior a do DNA nuclear (DNAnN), o que gera uma alta variabilidade populacional,
eventos evolutivos recentes podem ser melhor estudados pela analise do DNAmMt em
comparagao com a variacao observada a partir do DNA nuclear (Ramos et al., 2013;
Chinnery e Hudson, 2013). Neste contexto, as variantes nucleotidicas herdadas ao
longo da histéria humana foram subdivididas em grupos principais denominados
haplogrupos que, por sua vez, constituem conjuntos similares de haplétipos que
compartilham varios polimorfismos (Chinnery e Hudson, 2013; Stewart e Chinnery,
2015). A maioria destas subdivisbes ocorreram ha mais de 10.000 anos, como
consequéncia das migragbes humanas em novas areas geograficas (Chinnery e
Hudson, 2013). Desta forma, a alta taxa de mutacdo do DNAmt, possibilita a sua
utilizagdo para tragar linhagens matrilineares através das geragbes (Giles et al.,
1980; Ramos et al., 2013), constituindo-se a sua analise por sequenciamento uma

eficiente metodologia largamente utilizada para a obtencao de informacdes sobre a
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origem geografica de individuos, bem como da histdria evolutiva humana (Ballantyne
et al., 2012; Cardena et al., 2013).

No contexto forense, a andlise do DNAmt configura-se como uma
metodologia de grande valia quando da ocorréncia, em uma evidéncia bioldgica, de
DNAn altamente degradado ou em diminutas quantidades (Parson et al., 1998;
Wurmb-Schwark, et al., 2007). Em funcgao disso, a obtengcdo e o armazenamento de
perfis genéticos mitocondriais (Bancos de Dados de DNAmt) podem agregar
informagdes importantes com diversas aplicagdes na identificagdo humana e de
outras espécies.

Dados relativos ao DNAmt da populacdo brasileira ainda nao foram
extensivamente explorados. Tal situagao traz limitagdes para as analises forenses
especialmente quando as frequéncias haplotipicas necessitam ser estimadas, o que
hoje ocorre por meio de pesquisa em bancos de dados mundiais (Prieto et al., 2011).
Ademais, a maioria dos estudos ja realizados no Brasil foram baseados na analise
das regides HVI e HVII, como por exemplo, os estudos de Barbosa e colaboradores
(2008) da populacao de Alagoas. Em outro estudo com a populagado do Rio Grande
do Sul (Marrero et al., 2007) foi analisada apenas a regiao HVI, sendo que poucos
estudos envolveram a andlise de toda a regido controle como em populagdes de
Amerindios (Silva Jr. et al., 2002; Ramallo et al., 2013), Santa Catarina (Palencia et
al., 2010), Sao Paulo (Prieto et al., 2011), Espirito Santo (Sanches et al., 2014) e Rio
de Janeiro (Bernardo et al., 2014; Simé&o et al., 2018).

Justificativa e Relevancia do Estudo

De acordo com os registros histéricos a populagdo nativa do Brasil era
composta de Nativos Americanos até a chegada dos colonizadores europeus da
peninsula Ibérica nos anos de 1500 (Homburguer et al., 2015). A partir dai, houve
uma crescente “miscigenacéo” com os colonizadores e nativos da Africa, trazidos
aos milhares para o Brasil como escravos, sendo esses trés componentes étnicos,
até onde podemos inferir pelos registros historicos, os norteadores da ascendéncia
gendmica brasileira, refletindo o carater miscigenado da populacao.
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Através das linhagens identificadas de DNA mitocondrial, marcador de
linhagem matrilinear, pretende-se caracterizar melhor essa historia pelo lado
materno, bem como, as relagdes interpopulacionais das regides brasileiras, com
foco nas suas caracteristicas particulares de povoamento, comparando com os
registros histéricos e dados interdisciplinares disponiveis.

Nosso interesse neste contexto € tragcar o componente ancestral matrilinear
dos grupos humanos que formam as populagbes das regides brasileiras,
principalmente para as regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste, para as quais,
poucos ou nenhum dado estdo ainda disponiveis para esse marcador genético. Para
isso, perguntamos: i) qual sera a contribuicdo das linhagens maternas ancestrais
para cada uma dessas regides que tiveram histérias de povoamento diferenciadas
em funcdo das caracteristicas continentais do Brasil?; ii) quais as relagdes
interpopulacionais entre habitantes das regides Centro-Oeste e Norte do Brasil,
reconhecidamente regides com marcada heranga nativa americana em comparagao
com as demais regides do Brasil?

Portanto, o presente trabalho traz a perspectiva de contribuir para uma melhor
compreensao das questdes histéricas que se relacionam com os processos de
colonizagao e migragao populacional no Brasil.

A motivagdo para o desenvolvimento deste estudo nasceu da necessidade,
por parte do Exército Brasileiro, de construir uma base de dados exclusivamente de
militares. Desde o ano de 2004 o Brasil vem participando de forma mais ativa em
missdes operacionais da Organizagao das Nagdes Unidas em outros paises. A partir
de entao, foi primordial a concentracao de esfor¢cos no sentido de implantar meios de
gerenciamento e controle do seu efetivo empregado em tais missdes, incluindo a
criacdo de um repositorio de amostras bioldgicas para fins de identificagcdo humana.
O RAEXx, Repositério de Amostras do Exército Brasileiro, localizado no Estado do Rio
de Janeiro, iniciou suas atividades em 2005, com o envio de tropas brasileiras para a
missao de paz no Haiti. Os militares que integram estas missdes tém suas amostras
de sangue coletadas em papel de filtro tratado (FTA Classic Card — Whatman/GE) e
as mesmas sdo armazenadas no RAEx a partir do momento que estes militares
embarcam para as missoes e la permanecem durante todo o seu tempo de servigo
ativo, que € de no maximo 30 anos. Atualmente, o repositorio possui em torno de 30
mil amostras armazenadas sob controle de temperatura e umidade e com

gerenciamento informatizado.
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A escolha da populagdo militar como casuistica do presente estudo foi
também pautada no fato de que o efetivo das Forgas Armadas tem ampla
representatividade da populagédo brasileira, tendo em vista que sua composigcao é
feita, em maior numero, por jovens que prestam o servigco militar obrigatoério,
oriundos das mais diversas classes sociais e econbmicas e de variados padrbes
culturais do nosso pais. Além disso, todos os Estados da federagao estdo presentes
no RAEx como referéncia de nascimento dos militares cadastrados.

Sendo assim, além de suprir a necessidade das Forgas Armadas com relagao
a identificagdo genética do seu pessoal, o trabalho em pauta gera dados uteis
também a populacéao civil por se tratar de informacgdes caracteristicas da populagao
brasileira.

Por fim, com o estudo das linhagens mitocondriais identificadas, temos a
perspectiva de contribuir para a expansado das bases de dados que integram os

bancos populacionais enderegados a identificacio civil e forense.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 A mitocondria

A mitocOdndria da maioria dos eucariotos constitui uma organela altamente
especializada, responsavel pelo metabolismo energético da célula, por meio da
fosforilagado oxidativa. Além disso, a mitocdndria também desempenha um papel de
extrema importancia em outros processos bioldgicos do organismo, tais como, a
sinalizagao de calcio celular, regulagdo do metabolismo da célula, sintese do heme,
sintese de esteroides e apoptose (Chinnery e Hudson, 2013; Yusoff et al., 2015).

A origem da mitocéndria é compreendida como uma relagdo simbidtica por
meio da associagcdo entre uma célula procaridtica e uma proteobactéria primitiva
ocorrida ha cerca de dois bilhdes de anos atras (Stewart e Chinnery, 2015). Apds o
processo de endocitose por outras células, a proteobactéria se transformou em uma
organela citoplasmatica de dupla membrana e, aos poucos, foi passando seu
material genético para o que antes era o nucleo das células procariéticas. Durante
milhdes de anos, este processo foi reduzindo o tamanho do genoma intraorganelar,
consolidando em definitivo a relagdo simbidtica entre a organela que,
posteriormente, se transformou em mitocéndria, e o nucleo das células eucaridticas
(Taanman, 1999; Stewart e Chinnery, 2015).

Com relagcao a sua estrutura, a mitocondria possui dupla membrana, cuja
membrana externa separa a mitocondria do citosol e a membrana interna apresenta
invaginagdes que formam as cristas mitocondriais, onde se localizam as moléculas
do DNAmt (Figura 1) (Taanman, 1999). O espag¢o entre as membranas interna e
externa é denominado espago intermembrana, local onde também se encontra a
matriz (parte interior da mitocdndria, préxima a membrana interna) (Yusoff et al.,
2015). Proteina e lipidio, na proporgéo de 50:50, compdem a membrana externa da
bicamada lipidica. Ja a membrana interna € composta por cerca de 70% de
proteinas e é impermeavel a maioria das moléculas e prétons e constitui o sitio da
cadeia de transporte de elétrons (ETC — Eletron Transport Chain). Na matriz

mitocondrial encontram-se diversas enzimas, proteinas e peptideos, assim como a
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DNA polimerase, chaperonas, ribossomos, RNAs mensageiros e transportadores e o
DNAmt (Yusoff et al., 2015).

Figura 1 — Representagcdo esquematica da estrutura da mitocdndria
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Fonte: adaptada de YUSOFF et al., 2015.

O fluxo de informagdes genéticas do genoma mitocondrial difere da genética
mendeliana classica em trés aspectos principais: heranga materna, segregacao
mitética e a ocorréncia de heteroplasmia (Dimauro e Schon, 2001). O fato de o
DNAmt seguir o padrao de heranga nao-mendeliano significa que a informacao
genética é herdada independentemente dos genes nucleares, ou seja, ndo ha
segregacao por meio dos fusos meidtico e mitdtico para distribuicdo de copias para
0s gametas ou para as células filhas (Lewin, 2009). Em relagdo a heranga
uniparental, a teoria mais aceita atualmente para a auséncia do DNAmt proveniente
da linhagem paterna é a de que este € eliminado por ubiquitinagao seletiva durante o
processo de formacéo do zigoto (Chinnery e Hudson, 2013). Entretanto, ha outras
duas teorias propostas para este fato: o efeito diluicdo, tendo em vista que as

mitocdndrias da célula germinativa masculina possuem um numero muito reduzido
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de copias de DNAmt (apenas 100 copias comparado com 100 mil cépias no ovulo
nao fecundado) e o gargalo genético mitocondrial (Dimauro e Schon, 2001,
Sutovsky, 2003; Taylor e Turnbull, 2005; Chinnery e Hudson, 2013; Stewart e
Chinnery, 2015).

Sobre 0 mecanismo proposto para explicar o fenbmeno do gargalo genético
mitocondrial, apo6s a fecundacdo, durante a embriogénese, ha uma redugdo
significativa do numero de codpias do DNAmt, onde as células germinativas
primordiais, possuem um numero reduzido de copias de DNAmt, em torno de 200 mil
(Sun e John, 2016). A medida que as células passam pelo processo de maturagéo,
durante a oogénese, até os odcitos fertilizaveis (fase da foliculogénese), o numero
de coépias do DNAmt sofre um grande aumento, a cerca de 180.000 cépias por
célula (Figura 2) (Taylor e Turnbull, 2005; Sun e John, 2016).

Figura 2 — Representagdo esquematica do modelo de transmissdo do DNAmt na

linhagem germinativa feminina
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Fonte: adaptada de WAI e colaboradores, 2008.
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Estudos anteriores (Upholt e Dawid, 1977; Olivo et al., 1983), tendo como
modelos espécies de ovinos e caprinos e espécies de bovinos, respectivamente,
serviram de pilares para postular a hipétese do gargalo genético mitocondrial. A
partir de entdo, foram desenvolvidos diversos estudos, especialmente os voltados
para a elucidagdo de mutagdes patogénicas/deletérias no DNAmt frente as
manifestagcbes de doencas (Wai, Teoli e Schoubridge, 2008; Stewart e Chinnery,
2015; Chinnery e Hudson, 2013; Sun e John, 2016; Kasashima, Nagao e Endo,
2014; Wilson et al., 2016; Yusoff et al., 2015). Desta forma, foi admitido que, o
gargalo genético mitocondrial € mais provavel de ocorrer durante a foliculogénese,
devido a replicagdo de uma subpopulacdo de moléculas de DNAmt (Kasashima,
Nagao e Endo, 2014; Wai et al., 2008, Stewart e Chinnery, 2015).

A distribuicdo de copias mutantes e selvagens do DNAmt para as células
filhas durante a etapa da divisao celular ocorre de forma aleatoria, fazendo com que
essa proporgdo seja aumentada ou diminuida a cada geragdo subsequente da
linhagem celular (Yusoff et al., 2015). Desta forma, um numero variavel de tipos
mutante e selvagem (heteroplasmia), em uma mesma célula ou entre diferentes
tecidos, conforme ja dito anteriormente, € consequéncia de um sistema de reparo
ineficiente e também de um ambiente oxidativo localizado (Chinnery e Hudson,
2013).

Outra caracteristica importante em relacao a transmissao da informagao é
que o DNAmt nao sofre recombinagdo. Sua informacéo é passada as geragdes em
blocos denominados hapldtipos. Tais blocos permanecem inalterados até que ocorra
uma mutagao (Lewin, 2009; Chinnery e Hudson, 2013).

As heteroplasmias tém papel importante tanto na area médica, quanto na
area forense. Na area da genética médica, a variagdo na propor¢cao de mutantes
heteroplasmicas herdadas possui estrita relacdo com o desenvolvimento de doencgas
ligadas ao DNAmt. Uma mutagdo patogénica no genoma mitocondrial do tipo
heteroplasmica, quando expressa clinicamente, apresenta correlagdo direta com a
proporcao dos tipos selvagem e mutante existentes no interior da célula (Chinnery e
Hudson, 2013). Sabe-se que aproximadamente 80 a 90% de mutantes representam
o limiar tipico, no caso de mutagdes pontuais, para a manifestacao de doengas em
nivel celular, e o seu reflexo em nivel tecidual se deve a gravidade do fendtipo

clinico (Chinnery e Hudson, 2013).
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Dada a importancia da analise das heteroplasmias na area forense,
especialmente com relagdo a possibilidade de determinar uma linhagem materna em
particular, este tema sera abordado de forma mais aprofundada posteriormente na

secao 1.3.

1.2 O genoma mitocondrial

Em 1981, foi pela primeira vez descrita a sequéncia do DNAmt por Anderson
e colaboradores, a qual € comumente referida como Sequéncia de Anderson ou
Sequéncia de Referéncia de Cambridge (CRS — Cambridge Reference Sequence).
Posteriormente, em 1999, a CRS foi reanalisada por Andrews e colaboradores, e
incluiu 11 pequenas alteragdes na sequéncia original de Anderson. Desde entao,
todas as analises de linhagens mitocondriais sdo comparadas com a Sequéncia de
Referéncia de Cambridge revisada (rCRS - revised Cambridge Reference
Sequence) (Ballard, 2016). O DNAmt se diferencia do genoma nuclear em diversos
aspectos. Quanto a sua organizagao estrutural e génica, caracteriza-se por ser um
genoma relativamente pequeno, abundante e altamente conservado entre os
mamiferos (Taanman, 1999). Trata-se de um genoma circular, dupla fita, onde cada
fita se distingue entre si de acordo com sua composicdo de nucleotideos: A fita
pesada (cadeia externa), é rica em guanina em comparagdo com a fita leve (cadeia
interna), a qual é rica em citosina (Figura 3). A molécula do genoma mitocondrial
compreende 16.569 nucleotideos a qual codifica 22 genes de RNA transportador
(tRNA) e 2 de RNA ribossomal (rRNA) dispostos intercalados entre os genes que
codificam as 13 subunidades peptidicas do complexo ETC (Eletron Transfer Chain)
(Figura 1) (Stewart e Chinnery, 2015; Yusoff et al., 2015; Sun e John, 2016).

Dos 37 genes codificantes, 28 encontram-se na fita pesada e nove na fita leve
e sao responsaveis pela sintese de sete subunidades do complexo |, o qual inclui as
NADH desidrogenases 1 a 6 e 4L (MTND1-MTND6 e MTND4L), uma subunidade do
complexo Il (o citocromo B, CYTB), trés subunidades do complexo Il (as citocromo
C oxidases COX |, Il e 1ll) e duas subunidades do complexo IV (as ATP sintases 6 e
8 — ATPase6 e ATPase 8) (Anderson et al., 1981; Chinnery e Hudson, 2013; Yusoff
et al., 2015; Stewart e Chinnery, 2015; Sun e John, 2016). Outra diferenca do
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DNAmt em relagdo ao DNA nuclear (DNAn) esta no codon de parada. Enquanto no
DNAnN sao descritos trés cdédons de terminagdo da sintese (UAA, UAG, UGA), no
DNAmt existem apenas dois (AGA e AGG). Como compensacao, o codon UAA, que
nao é codificado em alguns genes mitocondriais, € adicionado em nivel poés-
transcricional pelo mecanismo da cauda poli-A. Ou seja, uma transcrigdo inicial
normalmente terminada com U ou UA, que pode sofrer adenilacéo, tendo adeninas
adicionadas no final destes transcritos para formar um cédon de parada UAA
(Anderson et al., 1981; Chinnery e Hudson, 2013; Sun e John, 2016).

Figura 3 — Representacdo esquematica do genoma mitocondrial humano
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Fonte: adaptada de YUSOFF e colaboradores, 2015.



27

Uma unica regido nado codificante, presente no DNAmt, também denominada
como regiao controle, D-Loop (displacement loop), representa pouco menos de 10%
de todo genoma mitocondrial (Andrew et al., 2011; Ramos et al., 2013) e possui trés
regides hipervariaveis, a saber: HVI (16024-16365), HVII (73-340) e HVIIl (438
574), num total de 1.121 nucleotideos, considerando todo o segmento compreendido
entre os nucleotideos 16024 e 576. Na regido controle também esta localizado o
sitio de inicio da replicagdo do DNAmt, o qual representa a origem da sintese da fita
pesada (OH), além dos respectivos sitios de transcricdo dos promotores (HSP1 e
HSP2) (Chinnery e Hudson, 2013; Sun e John, 2016). Entretanto, apesar do genoma
mitocondrial possuir uma maquinaria independente de replicagdo, a maioria das
cerca de 1.500 proteinas mitocondriais sdo transcritas a partir de genes presentes
no genoma nuclear, e antes de serem transportadas através da membrana
mitocondrial, sdo traduzidas no citosol (Chinnery e Hudson, 2013; Stewart e
Chinnery, 2015).

Com relacdo aos promotores, sdo trés existentes no DNAmt humano: os
anteriormente citados HSP1 (Heavy Strand Promoter 1) e HSP2 (Heavy Strand
Promoter 2), onde o primeiro é responsavel pela transcricdo dos dois RNAs
ribossomais e 0 segundo pela transcricio do restante da cadeia pesada,
constituindo um longo transcrito policistronico que, posteriormente, € retirado via
splicing, dando origem aos RNAs funcionais transportadores, ribossomais e ao
mensageiro. Ja o LSP (Light Strand Promoter) promove a transcri¢ao da fita leve na
forma também de um logo transcrito ou de varios transcritos iniciais pequenos
(Figura 4) (Yusoff et al., 2012; Stewart e Chinnery, 2015; Bailey e Doherty, 2017).
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Figura 4 — Regido controle do DNAmMt humano e os eventos de replicagdo e término
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Fonte: adaptada de FALKENBERG, 2018.

Durante o processo de replicacdo do DNAmt uma terceira fita linear com

cerca de 650 nucleotideos € incorporada a regido controle. Esta cadeia adicional,

denominada 7S DNA, origina a estrutura estavel do D-Loop (Figura 4) (Brown, Shine
e Goodman, 1978; Nicholls e Minczuk, 2014; Falkenberg, 2018). A sintese de 7S

DNA ocorre a partir de longas moléculas de RNA com aproximadamente 200

nucleotideos (7S RNA), que por sua vez, € sintetizado entre o promotor da fita leve

(LSP) e a regido do bloco de sequéncias conservadas, CSB |. O término da

replicacdo ocorre nas sequéncias associadas a terminagado (TAS), entretanto, os

mecanismos que regulam este processo ainda ndo sdo bem compreendidos (Jemt et

al., 2015; Falkenberg, 2018).

1.3 Fenomenos heteroplasmicos e sua aplicagao na area forense

A presenga de diferentes cdpias do genoma mitocondrial em uma mesma

célula de um individuo, ou em diferentes tecidos, denomina-se heteroplasmia. A

condicdo para que uma célula ou tecido se tornem heteroplasmicos pode ser
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determinada por um polimorfismo de sequéncia, ou seja, uma mutagdo de ponto (ou
mutagcdo pontual) de linhagem somatica ou germinativa em um local especifico —
heteroplasmia de ponto (HP) — ou pela ocorréncia de polimorfismo de tamanho, no
caso, uma mutacgao do tipo inser¢cao/delecao — heteroplasmia de comprimento (HC)
(Andrew et al., 2011).

Durante décadas, os laboratérios forenses realizaram analises de sequéncias
mitocondriais provenientes das regides hipervariaveis HVI e HVII, as quais, de fato,
concentram a maioria do potencial de discriminagao (Holland et al., 2017). Contudo,
a analise dos segmentos entre as regides HVI e HVII juntamente com a regidao HVIII
fornecem dados adicionais, aumentando seu poder de discriminacado (Holland et al.,
2017).

Outro ponto que requer devida atencdao, € a amplificacdo das regides
hipervariaveis em fragmentos separados, nao incluindo os espacgos entre elas. Tal
fato, associado a manipulagdo de varias amostras ao mesmo tempo, aumenta a
possibilidade de ocorréncia de haplétipos quiméricos, ou recombinantes artificiais,
resultantes da mistura inadvertida de segmentos mitocondriais de diferentes
individuos (Parson et al., 2014).

A medida que mais e mais populacdes vdo sendo estudadas e, ainda, com o
advento da analise completa do genoma mitocondrial humano por meio de técnicas
de sequenciamento em larga escala, como 0 sequenciamento massivo paralelo
(MPS — Massive Parallel Sequencing), por exemplo, aumenta também a
necessidade de uma arvore filogenética robusta para um maior poder de resolugéo
na distincdo de haplogrupos e, consequentemente, maior precisdo na sua

classificagdo e na ancestralidade biogeografica de um individuo.

1.3.1 Heteroplasmias de ponto

As variagdes heteroplasmicas normalmente ndo sio utilizadas nas analises
forenses para determinar a exclusdo devido a alguns fatores como alta taxa de
mutacdo do DNAmt, gargalo genético, podendo resultar em mudangas completas de
homoplasmia entre geracodes, e o fato de haver variagdes heteroplasmicas entre os

diferentes tipos de tecidos em um mesmo individuo. Contudo, a presenca de
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heteroplasmias de ponto (HP), ou heteroplasmias de sequéncia, em parentes
maternos pode exercer um importante papel na determinacédo da n&o exclusao (Just
et al., 2015). O caso de identificagdo de membros da familia Romanov, executada
em julho de 1918, retrata a importadncia da correta identificacdo e analise das
heteroplasmias. No referido caso, os restos mortais de cinco membros da familia
real russa (Tsar Nicholas Il, Tsarina Alexandra, e trés de suas filhas) encontrados no
final da década de 70 por um geologista local, na Russia, foram identificados com
base na analise de marcadores STR autossOmicos e na analise do DNAmt. A
linhagem materna da Tsarina Alexandra e das trés filhas foi confirmada por meio da
analise do DNAmt entre os respectivos restos mortais e de parentes vivos da
Tsarina. No caso da confirmacao da relagdao de parentesco entre o imperador russo
Nicholas Il e seus parentes vivos, foi observada a presenga de HP na posicdo 16169
(C/T =Y), mas ndo em seus parentes maternos analisados, cujas sequéncias
apresentavam o nucleotideo “T” na posi¢cao 16169. Os restos mortais de seu irmao
Grand Duke Georgji Romanov, foram analisados posteriormente, e a mesma HP
16169Y foi encontrada, confirmando entdo, a autenticidade da heteroplasmia
observada no Tsar Nicholas Il (Coble et al., 2009; Gill et al., 1994; Ivanov et al.,
1996; Foster et al., 2010).

1.3.2 Heteroplasmias de comprimento

A heteroplasmia de comprimento (HC) é um fenbmeno muito comum e é
definida como a ocorréncia simultadnea de duas ou mais sequéncias de policitosinas
(poli-C) na regiao controle do mtDNA nas células de um mesmo individuo (Berger et
al., 2011). Os extratos poli-C s&o classificados de acordo com a interrupgdo ou nao
da sequéncia de citosinas por uma timina, havendo entdo, uma série de bases
citosinas adjacentes. Quando uma sequéncia de citosinas nao é interrompida por
uma timina, como € o caso das mutagdes do tipo transicdo que ocorrem na posi¢cao
16189C (HVI) e 310C (HVIl), ha um padrdao de mudanga de fase logo apds
sequéncia de poli-C (Chun I-Lee et al., 2016). Como ha mais de um segmento de
citosinas adjacentes numa mesma célula, e estas podem ocorrer em tamanhos

diferentes, tais segmentos aparecem sobrepostos. Consequentemente, a
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sobreposi¢cao dos nucleotideos a jusante do homopolimero C, os quais aparecem
misturados, impossibilita sua identificacdo, quando o método Sanger é utilizado
(Berger et al., 2011; Chun I-Lee et al., 2016). A Comissdo de DNA da Sociedade
Internacional de Genética Forense (ISFG — International Society for Forensic
Genetics) recomenda em seu guia para o sequenciamento do DNA mitocondrial, que
haja redundéancia na analise de um mesmo segmento, afim de que erros (artefatos)
nao sejam reportados. Ou seja, a dificuldade na leitura e definicdo das sequéncias
de nucleotideos subsequentes aos segmentos homopoliméricos pode ser resolvida
empregando-se oligonucleotideos senso e anti-senso adicionais na amplificacéo
destas regides (Parson et al. 1998; Parson et al., 2014).

Algumas teorias sao discutidas sobre os mecanismos que levam a ocorréncia
de HC. Uma delas é que a quantidade absoluta de citosinas que desencadeia o
deslizamento da DNA polimerase durante a sintese do DNAmt, influenciando na
fidelidade replicativa da enzima (Ellegren, 2004; Irwin et al., 2009). A mistura de
extratos de Poli-C de diferentes tamanhos também foi levantada como hipoétese,
porém estudos a partir da clonagem de segmentos de Poli-C de comprimentos
variados, mostraram que a PCR n&o induz a amplificacdo de segmentos de
tamanhos mistos a partir de um unico segmento (Bendall e Sykes, 1995; Irwin et al.,
2009).

Do ponto de vista da interpretacdo dos dados, HC sdo em geral observadas
quando a sequéncia ultrapassa oito bases idénticas. A dificuldade na interpretacéo
dos nucleotideos subsequentes ao poli-C se deve a uma limitacéo técnica, tendo em
vista que o método de sequenciamento Sanger (por eletroforese capilar) ndo é
eficiente neste caso, independente do equipamento utilizado (Parson et al., 2014;
Chung-I Lee et al., 2015; Ballard, 2016; Holland et al., 2017; Bhatti et al., 2017).
Desta forma, o método de Sanger n&o permite a resolugdo completa de variantes
heteroplasmicas de comprimento. A correta interpretagdo e relato das HC tém
grande importancia, pois podem ser determinantes para a classificacdo de
haplogrupos, como por exemplo o haplogrupo B caracteristico do Oeste da Asia,
cuja transigao 16189C esta presente em cerca de 36% da populagéo (Parson et al.,
2014). Por outro lado, Bhatti e colaboradores (2017) relataram a frequéncia de 6,9%
e 5% da transicdo 16189C nos grupos étnicos Sindhi e Baluchi (Paquistdo),
respectivamente. Além disso, no campo das ciéncias forenses, o compartilhamento

de heteroplasmias entre amostras de referéncia e amostras questionadas pode
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aumentar significativamente o potencial de discriminagdo, fazendo com que, diante
de uma coincidéncia de perfis, uma amostra ndo seja excluida de uma cena de

crime, por exemplo (Just et al., 2015; Holland et al., 2017).

1.3.3 Nomenclatura das heteroplasmias

A adogéo de padronizagdo da nomenclatura ao relatar os polimorfismos das
sequéncias geradas garante a consisténcia na representacdo dos haplotipos.
Auséncia de padronizagdo ao relatar uma heteroplasmia de ponto, por exemplo,
pode levar a uma falsa exclusao tanto para a comparacgao direta em casos forenses
como na busca em bancos de dados populacionais, tendo em vista que, é sabido
que pequenas variagdes nas sequéncias mitocondriais podem ser observadas em
diferentes tecidos de um individuo ou ainda no mesmo tecido (Naue et al., 2015;
Huber, Parson e Dur, 2018). Para tal, os algoritmos usados nos programas de
informatica para comparacdo de sequéncias, podem solucionar essas diferencgas
incluindo analise baseada em cadeia de caracteres (Parson et al., 2014; SWGDAM,
2013). O Scientific Working Group on DNA Analysis Methods — SWGDAM e a DNA
Commission of the International Society for Forensic Genetics publicaram guias para
analise e interpretacdo de dados de DNAmt, com o intuito de padronizar
metodologias e proporcionar alta qualidade das sequéncias para ambas as
aplicacdes, buscas em bancos de dados e casos forenses (Parson et al., 2014;
SWGDAM, 2013).

O sistema de nomenclaturas adotado para nucleotideos é determinado pelo
International Union of Pure and Applied Chemistry — IUPAC (Irwin et al., 2009;
SWGDAM, 2013). A sobreposi¢cao de bases observada nas heteroplasmias de ponto

segue a codificagao a seguir (Tabela 1):
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Tabela 1 — Convencao da IUPAC para nomenclatura de nucleotideos

Mistura de bases | C@digo adotado | Mistura de bases | Codigo adotado
GIT K A/C M
A/IG R A/GIT D
G/C S A/CIT H
AT w A/C/IG Vv
C/IT Y CITIG B
A/CIGIT N

Fonte: adaptada de CORNISH-BOWDEN, 1985.

Os tipos mais relevantes de HC encontrados na RC do DNAmt sao:

1) as posicdes 16183 a 16193 na regido HVI:

A troca de um nucleotideo na posicao 16189 (T>C) gera um homopolimero C
com 10 citosinas (também denominado de C-strech), podendo haver fragmentos de
até 14 Cs de comprimento. A n&o interrupgéo desta longa extenséo de nucleotideos
C pela auséncia da timina (mutagdo do tipo transicao) na posicdao 16189 causa
grande dificuldade na interpretacdo dos resultados devido a incerteza no niumero de
citosinas presentes de fato (Chun-I Lee et al., 2016; Parson et al., 1998; Parson et
al., 2014). De acordo com as recomendagdes da Comissdao de DNA da ISFG
(Parson et al., 2014) deve-se identificar, sempre que possivel a variante dominante,
a molécula principal, presente em maior propor¢ao, que no caso sera representada
pelo nucleotideo de maior altura, ndo repetitivo, a jusante da sequéncia de
policitosinas (G16196, por exemplo) (Figura 5). E, nos casos em que nao for
possivel a identificacdo da variante dominante (casos raros onde ha mais de uma
variante dominante), tem-se admitido a busca pela menor variante dominante da HC
(Parson et al., 2014).
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Figura 5 — Eletroferograma de sequéncias ancestral e mutada da posi¢cao 16189 da

regiao controle do DNAmt

A ].E.'Il'i‘S lﬁ_'llES‘ 15}99
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Legenda: (A) Eletroferograma mostrando uma sequéncia n&o heteroplasmica em HVI com o
nucleotideo T na posicdo 16189; (B) Eletroferograma mostrando a mutagdo do tipo
transicdo 16189 T>C, formando um segmento homopolimérico C com 12 citosinas no
total. O pico representado pela seta consiste no nucleotideo G16196, que pode servir
como sinal para identificar a variante dominante a jusante do homopolimero C.

Fonte: A autora, 2019.
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2) as posi¢des 303 a 315 na regiao HVII:

De acordo com a sequéncia referéncia rCRS (NC_012920) este trecho é
composto por sete citosinas, seguidas de uma timina na posicdo 310 e mais cinco

citosinas a jusante (Figura 6).
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Figura 6 — Representagcdo esquematica da sequéncia referéncia de Cambridge do

DNAmt entre as posi¢des 303 e 315

303 310 315

| | |
AAACCCCCCCITICCCCOGCTT — rCRS

Fonte: A autora, 2019.

Expansao do homopolimero C é frequentemente observado no trecho entre

as posic¢des 302 e 310, podendo haver a insergcdo de um até quatro Cs.

Figura 7 — Eletroferograma com insergdo de citosinas a montante e a jusante da

posicado 310 da regido controle do DNAmt

2?9 SJI.EI 3.|16
C cccc¢cccc ccTocCc CcCcCCC6 CTT
C cccoccocccccdcrCCCCCC G e TT
[ [ [
334 3g4 34
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Legenda: Eletroferograma com inser¢do de dois Cs a montante e um C a jusante da posi¢cdo 310
(309.1C, 309.2C, 315.1C).
Fonte: A autora, 2019.

Apesar de a rCRS apresentar C7-T-C5, a maioria dos individuos apresentam
seis citosinas apos o nucleotideo T310 (315.1C), com alta frequéncia em diversas

populagdes (Melton, 2004).



3) as posig¢des 515 a 523 na regido HVIII:

Tipicamente caracterizada por mais de cinco repetigcdes do tipo dinucleotideo

AC a partir da posigdo 524, como mostrado na figura 8, ou ainda, delegdo do

dinucletideo AC nas posicdes 523 e 524.

Figura 8 — Representacdo esquematica da inser¢gdo de dinucleotideos AC na

posicado 524 da regido controle do DNAmt
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Fonte: A autora, 2019.

4) as posi¢oes 568 a 573 na regido HVIII:

Ocorre como consequéncia da insercao de citosinas entre as posigdes 568 e
573 (Figura 9). Reportada em estudos anteriores como o de Brandstatter e
colaboradores (2004), os quais observaram 5% da expansao poli-C em individuos
da cidade de Nairobi, no Quénia (Irvin et al., 2009). Contudo, HC nesta regido nao
apresenta uma frequéncia alta, pelo contrario, esta HC tem sido reportada como

assinatura filogenética de determinados haplogrupos, como por exemplo, o

Haplogrupo | (Parson et al., 2014).
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Figura 9 — Homopolimero C entre as posi¢coes 568 e 573 na regiao HVIII do DNAmt

A
568 573

| |
GACACCCCCUJACAG — rCRS

Legenda: (A) representagdo esquematica do homopolimero C entre as posi¢des 568 — 573, conforme
rCRS (NC_012920). (B) Eletroferograma mostrando insergao de trés citosinas em 573,
formando um segmento poli-C com 12 residuos no total.

Fonte: (A) A autora, 2019; (B) adaptada de BHATTI e colaboradores, 2017.

1.4 Haplogrupos mitocondriais e as migragdes populacionais humanas

O consenso atual de que a origem do Homem Anatomicamente Moderno —
HAM (AMH — Anatomically Modern Human) se deu ha cerca de 200 mil anos na
Africa, embora muito conflitante & época em que pesquisas apontavam para esta
hipétese (Cann, Stoneking e Wilson, 1987; Vigilant et al., 1991; Rosa e Brehm, 2011;
Beltrame, Rubel e Prietokoff, 2016), teve a contribuicdo de diversas disciplinas, mas
principalmente a partir de estudos nas éareas da paleoantropologia,
paleoclimatologia, arqueologia e genética. Fdésseis encontrados na Etidpia, Sudao,
Tanzania e Sul da Africa, assim como anélise do DNAmt reuniram fortes indicios da
origem do HAM (Campbell et al., 2014; Rito et al., 2013; Gomez et al., 2014;
Campbell e Tishkoff, 2008). Todos estes dados apontam para o surgimento do
Homo sapiens no periodo quaternario, ao final do Pleistoceno Médio. A origem do
homem moderno no continente africano e sua dispersao pelo restante da Africa, pela
Eurasia e, em seguida, para a Oceania e as Américas marcou o modelo Out of
Africa (Saida da Africa, termo usado para caracterizar as migragdes populacionais

humanas a partir da sua origem no continente africano) (Campbell e Tishkoff, 2008;
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Lockard, 2014). Tais evidéncias sustentam a teoria evolutiva de origem unica, a qual
postula que toda populagdo humana existente atualmente descende de um unico
ancestral, tendo substituido as formas arcaicas de hominideos sem que tenha
havido cruzamento entre eles (Rosa e Brehm, 2011; Groucutt et al., 2015; Green et
al., 2010).

Nao obstante, outros modelos propdéem diferentes teorias da evolucéo
humana, como por exemplo, o modelo multirregionalista, cuja base teoriza que o
homem moderno atual coexistiu com outras espécies hominideas (Liang e Nielsen,
2011; Groucutt et al., 2015; Green et al., 2010; Simonti et al., 2016; Veeramah e
Hammer, 2014), onde o Homo sapiens evoluiu em diversas partes do mundo
simultaneamente, mantendo a integridade das espécies pelo fluxo génico recorrente,
tendo inclusive havido hibridizagdo entre Homo sapiens e Homo neanderthalensis e
até entre espécies do periodo Denisovano (Green et al., 2010; Liang e Nielsen,
2011; Veeramah e Hammer, 2014).

Com o intuito de organizar o conhecimento a respeito da diversidade
bioldgica, estruturar as classificagcbes das espécies e fornecer dados sobre os
eventos que ocorrem durante a evolugao, foram criadas as arvores filogenéticas, ou
filogenias, como também s&o denominadas, as quais representam diagramas que
delineiam as descendéncias de diferentes espécies, organismos ou genes partindo
de um ancestral comum (Baum e Ave, 2008; Chinnery e Hudson, 2013).

Basicamente, uma arvore filogenética é constituida por raiz, que corresponde
ao ancestral matrilinear recente mais comum (MRCA — Most Recent Common
Ancestor) para a espécie humana (Reed e Tishkoff, 2006), por nés que constituem
os pontos de ramificacdo (local onde ocorre a bifurcagcdo) de uma populagéo
ancestral, os clados que sao uma parte de uma filogenia compreendendo uma
linhagem ancestral e seus respectivos descendentes e os ramos que sao as linhas
laterais a cada no, as extremidades da arvore (Baum, 2008).

Em termos evolutivos, as informacbes provenientes do conhecimento
acumulado até os dias atuais acerca da heranga matrilinear, direciona a filogenia do
genoma mitocondrial a uma linhagem ancestral comum mais recente, também
conhecida como Eva mitocondrial (Reed e Tishkoff, 2006).

Além disso, ao se investigar com cuidado os polimorfismos de diferentes
linhagens maternas, consegue-se identificar haplétipos que podem ser especificos

de grupos étnicos e populacionais distintos em nivel geografico, configurando o
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conjunto de informag&o molecular caracteristico de determinadas zonas geograficas
chamados de haplogrupos (Stewart e Chinnery, 2015).

Portanto, a filogenia do DNAmt é organizada em varios haplogrupos principais
caracterizados pelos polimorfismos de nucleotideo unico (SNP — Single Nucleotide
Polymorphism) adquiridos durante a histéria humana (Stwart e Chinnery, 2015;
Gomez et al., 2014).

Assim, populagdes que sao proximas e/ou tém uma origem comum,
apresentam haplétipos que compartilham polimorfismos comuns, sendo esse
conjunto de haplétipos referido a um haplogrupo (Torroni et al., 1993). Em 2015, foi
publicada a atualizagdo mais recente da base de dados PhyloTree, Buil 17, com
mais de 5.500 haplogrupos organizados de acordo com os nodos principais

determinados na Figura 10 a seguir (Van Oven, 2015).

Figura 10 — Filogenia do DNAmMt com seus respectivos haplogrupos
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Fonte: VAN OVEN, 2015.

Os primeiros haplogrupos mitocondriais A, B, C e D foram assim nomeados
por Torroni e colaboradores (1993) ao analisar amostras de 321 individuos de 17
populagdes nativo americanas. A partir de entdo, a nomenclatura dos haplogrupos
passou a seguir o padrao de letras do alfabeto, (Torroni et al., 2006; Van Oven e

Kayser, 2008; Rosa e Brehm, 2011). No caso dos demais haplogrupos, estes foram
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caracterizados posteriormente com definigdes de regras cladisticas que passaram a
determinar a ordem hierarquica dos haplogrupos e sub-haplogrupos (Torroni et al.,
2006).

A origem do haplogrupo L, representa a linhagem mais antiga da filogenia
mitocondrial, encontrada na Africa Subsaariana, ha cerca de 200.000 anos (Salas et
al., 2007; Campbell e Tishkoff, 2008). O proximo né da arvore filogenética, com
multiplas bifurcacdes, € o haplogrupo L3, surgido ha aproximadamente 84.000 anos.
De modo geral, esta presente em populagdes africanas e ndo-africanas em todos os
continentes e se subdivide em dois macro-haplogrupos oriundos da Eurasia, os
haplogrupos M e N (entre 65.000 e 70.000 anos atras). Seguindo a rota migratéria, o
haplogrupo M se deslocou em direcdo a Asia, dando origem aos haplogrupos A, B,
C, D, G e F. Com relagao aos haplogrupos A, B, C e D, surgidos ha menos de
20.000 anos, seus respectivos grupos populacionais ocuparam as regides do Leste
da Asia e das Américas. Ja o macro haplogrupo N deu origem ao haplogrupo R, ha
cerca de 60.000 anos (Macaulay et al. 2005; Salas et al., 2007; Torroni et al., 2006;
Stewart e Chinery, 2015).

Por fim, as migragbes populacionais do continente europeu encontram-se
marcadas por um grande grupo de haplogrupos principais tais sejam, H, J, T, U, K
(subgrupo de U), M, |, V, W e X (surgidos ha cerca de 39.000 a 51.000 anos), tendo
como raiz o macro haplogrupo R, com variantes de sequéncia especificas bem
definidas para cada haplogrupo (Van Oven e Kayser, 2008; Chinnery e Hudson,
2013). A Figura 11 sumariza os caminhos percorridos pelos povos durante os

periodos migratérios através dos continentes e os haplogrupos correspondentes.
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Figura 11 — Mapa mundial representativo das migragdes populacionais e distribuigao

geografica dos respectivos haplogrupos principais do DNAmt
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Fonte: STEWART E CHINNERY, 2015.

1.5 Contexto histérico da colonizagao do Brasil e sua influéncia na formagao

da populagao brasileira

A partir de meados do século XV a historia das civilizagbes foi marcada por
diversas agdes desencadeadas pelos europeus na conquista dos continentes
africano, americano e do Sul da Asia. Tais acdes contribuiram sobremaneira para o
desenvolvimento territorial, econdmico, social e cultural dos povos como um todo.
Todavia, todas essas conquistas foram alcancadas as custas da exploracdo de
pessoas por meio do trabalho escravo, inicialmente de indios nativos e africanos
trazidos do Sudeste da Africa e, posteriormente, com o trafico de escravos africanos
somente (Boxer, 1969; Lockard, 2014). Mais especificamente em relagdo a América,
a colonizagao europeia avangou logo apds a descoberta da rota maritima para as
indias, campo onde, inegavelmente, Portugal ocupou posicdo de destaque com o

detimento das tecnologias nauticas a época (Schwartz, 1988).
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1.5.1 Os amerindios

A forma como se deu a ocupagao do duplo continente americano ha cerca de
15 mil anos pelos amerindios, embora ainda bastante discutida entre diferentes
areas do conhecimento, no que diz respeito, principalmente, ao numero de ondas
migratérias e a data mais provavel do seu surgimento, € reconhecida através de
evidéncias arqueoldgicas encontradas em varios locais da América do Sul, bem
como através de dados genéticos e linguisticos (Perego et al., 2010; Brandini et al.,
2018). A hipotese mais aceita para o povoamento das Américas pelo Homem
Anatomicamente Moderno € a da migracéo pelo que hoje é conhecido como Estreito
de Bering ou Beringia, regido localizada entre a Sibéria (Asia) e o Alasca (América
do Norte) (O'Rourke e Raff, 2010). A migragao teria ocorrido através de uma faixa
de terra que existiu durante o Ultimo Maximo Glacial, periodo de maior extens&o dos
mantos de gelo do ultimo periodo glacial, que marcou o final do Pleistoceno (Tamm
et al., 2007; Perego et al., 2010; Veeramah e Hammer, 2014).

ApoOs alcancarem a América do Norte via Beringia, os ancestrais, se
dispersaram para os demais territorios da América do Sul. Entretanto, ha um
consenso de que antes de migrarem pelo corredor do Estreito de Bering, ali
permaneceram, provavelmente devido a uma barreira geoldgica, por tempo
suficiente para proporcionar variagdes genéticas por deriva (Perego et al., 2010;
Bodner et al., 2012; Brandini et al., 2018).

Todos estes dados marcaram a presenca dos nativos americanos como
primeiros habitantes do continente Sul Americano, os quais foram os precursores de
multiplas civilizagdes, incluindo as dos Andes, da Amazénia e das costas dos
oceanos Pacifico e Atlantico (Bodner et al., 2012; Homburguer et al., 2015). A
conquista e, consequentemente, colonizag¢ao do territério pelos europeus a partir do
século XVI, impulsionados também pela crescente migragao europeia e pelo trafico
de escravos africanos resultaram na mistura interétnica de todos estes contingentes
populacionais ao longo dos séculos subsequentes (Homburguer et al., 2015).

No Brasil, a introducdo de novos componentes étnicos na constituicdo da
populagcdo se deu ainda no final século XV com a chegada dos europeus no
continente Sul Americano. O contingente de nativos indigenas no Brasil, antes da

chegada dos europeus, era de cerca de 2 milhdes de individuos, conforme dados do
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Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE. Este numero foi drasticamente
reduzido durante os quatro séculos do periodo colonial, mas, a partir da década de
80, vem sendo registrada uma constante ascendéncia da populagdo indigena no
pais, com 896.217 pessoas (0,47% da populacao brasileira atual), de acordo com o
ultimo Censo em 2010 (Grafico 1) (IBGE, 2007).

Grafico 1 — Registro numérico das populagdes indigenas no Brasil de 1500 a 2010
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Fonte: adaptado de AZEVEDO, M. M., 2013. Disponivel em http://www.funai.gov.br/index.php/indios-
no-brasil/quem-sao.

Logo apds o descobrimento, entre os anos de 1500 e 1570, houve a tentativa
de escravizagao dos indios, mas sem muito sucesso, haja visto que estes néo eram
suscetiveis a um sistema de trabalho forcado. Os motivos que levaram ao fracasso
para a submissao dos indios ao trabalho foram, mais acentuadamente, em razéo da
dificuldade de integragao sociocultural entre eles e os europeus e a suscetibilidade a
doengas do Velho Mundo (Schwartz, 1988; Botelho, 2001). Esses fatores foram
responsaveis pela diminuigdo drastica da populagdo indigena no Brasil, inclusive
com diversas etnias completamente dizimadas. Ainda assim, os resultados dessa
curta interagao entre nativos e colonizadores estao refletidos na heranga genética da
populacao brasileira atual (Boxer, 1969; Schwartz, 1988).
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1.5.2 A presenca africana

A partir da implantagédo das capitanias hereditarias em 1534, efetivamente, foi
iniciado o processo de colonizagdo do territério pelos portugueses (Boxer, 1969;
IBGE, 2007).

A dificuldade na escravizagao dos indios levou Portugal, na segunda metade
do século XVI, a trazer escravos africanos para o Brasil, oriundos dos mercados
escravistas da Africa Ocidental, dada a necessidade de suprir a alta demanda da
producao do agucar da cana (Schwartz, 1988). Posteriormente, porém, com o
avango da economia, a forga de trabalho do negro escravizado acabou por ser
empregada em diversas outras atividades, tais como: a producao de café, algodéo,
minérios e demais produtos de exportacdo, assim como, na agricultura de
abastecimento interno, na pecuaria e na produgdo de charque, nas pequenas
manufaturas, no trabalho doméstico, entre outras (Schwartz, 1988; IBGE, 2007).

O reduzido numero de portugueses, em termos populacionais, levou ao
crescimento de uma categoria de “pessoas de cor” (mulatos), os quais ja viviam em
condicbes de liberdade. Com isso, os mesticos foram assumindo posi¢coes e cargos
importantes nos municipios, com devida permissao da coroa portuguesa, a partir de
1539 (Schwartz, 1988). E assim, as interagbes étnicas foram se intensificando ao

longo das geracgoes.

1.5.3. A migracio europeia

A produgdo do acucar impulsionou a expansado desta economia pelos
territérios recém descobertos no Novo Mundo pelos portugueses e espanhodis a
partir do século XVI (Schwartz, 1988). Assim, foi iniciado o processo de colonizagao
do Brasil, com a abertura a exploracdo dos potenciais agricolas da colonia.
Entretanto, nos primeiros anos, entre 1500 e 1530, aproximadamente, periodo do

estabelecimento das Capitanias Hereditarias, o interesse de Portugal era voltado
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para a exportacao do Pau Brasil. Apos esse periodo, de fato, foram estabelecidas as
tecnologias agricolas da cana de agucar (Botelho, 2001; Verissimo, 1887). Toda
esta producdo necessitava da mao de obra escrava, conseguida através da
escravizagao dos indios e da importagao de escravos advindos, principalmente, da
Africa Centro-Ocidental. Quase que a totalidade do contingente de imigrantes
portugueses que vieram para o Brasil a partir de 1500 era constituida por homens.
Consequentemente, a unido com as mulheres indigenas, legitima ou nao,
configurou-se como inevitavel, uma vez que estas eram a Unica representacao
feminina na colbnia, as quais serviam para as obrigagdes domeésticas e como
concubinas dos colonizadores (Salles, 1971; Botelho, 2001). Assim, foram
denominadas categorias étnicas provenientes de tal miscigenagao, sendo elas, o
curiboca ou caboclo (cruzamento do branco europeu com a india), o0 mameluco
(cruzamento do curiboca com o branco), o cafuzo (cruzamento do negro com indio)
e o mulato (mistura do negro com o branco), além dos inumeros outros cruzamentos
entre os mesticos originados dos primeiros (Verissimo, 1887; Salles, 1971; Botelho,
2001).

Outras nagbes também compartiihavam do mesmo interesse de Portugal,
como os franceses e os espanhais, por exemplo (Schwartz, 1988; IBGE, 2007). A
proximidade dos espanhdis dos territorios sob dominio portugués, devido a divisdo
estabelecida pelo Tratado de Tordesilhas, motivou diversas batalhas por conquista
de regides ainda ndo exploradas pelos lusitanos. Nesse contexto, a associagado dos
colonizadores de ambos os lados com os nativos indigenas constituiu estratégia
contra os respectivos adversarios na luta pelo territério. Desta forma, foi cada vez
mais intensa a mistura étnica com o passar dos anos, destes trés componentes
populacionais: o branco europeu, o escravo africano e o indigena (Verissimo, 1887;
Boxer, 1969; Botelho, 2001).

Apos a independéncia em 1822 e mesmo com a aboligdo da escravatura em
1888, houve um crescente fluxo migratério de outros povos para o Brasil (italianos,
alemaes, judeus e arabes de diversos paises da Europa e japoneses). Na realidade,
a presenca de diferentes nacionalidades europeias na América portuguesa é datada
desde o final do século XV. A mudanca nesse quadro ocorreu apenas a partir do
final do século XIX para o século XX, quando entdo, foi observada uma drastica
reducao na vinda de imigrantes (Schwartz, 1988; Botelho, 2001; IBGE, 2007).
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Em suma, os inumeros cruzamentos populacionais ocorridos desde 1500
representados, principalmente, pela entrada dos colonizadores europeus, mais
intensamente por espanhdis e portugueses, e pela implantacdo do sistema
escravista por meio do comércio de africanos, tendo também a insergdo de outros
grupos de imigrantes de procedéncia variada formaram o miscigenado patrimdnio
étnico brasileiro, com uma identidade cultural multipla, hibrida e original (IBGE,
2007).

1.6 Importancia da construcao de banco de dados para fins de identificagao

humana

1.6.1 No ambito civil

O genoma mitocondrial humano constitui foco de estudos em trés areas
principalmente: na genética médica, onde a busca por mutacdes deletérias tem
utilidade no diagndstico e no tratamento de patologias associadas; na genética
populacional (ou antropologia molecular) que estuda as variacdes genéticas dentro
das populagées, relacionando mudancas nas frequéncias dos genes e alelos no
tempo e no espago; e na genética forense, cuja utilizacdo tem demonstrado ser
eficaz na tentativa de relacionar individuos pertencentes a uma mesma linhagem em
determinados casos (Salas et al., 2007; Parson e Dur, 2007; Van Oven e Kayser,
2008). De modo geral, a analise do DNAmt tem sido util no campo da genética
forense quando altos niveis de degradagdo do DNA nuclear ndo permitem sua
analise pelos marcadores autossbmicos, ou quando ha quantidades minimas
disponiveis de material genético para analise.

Com o crescimento das pesquisas com DNAmt, independentemente da sua
aplicagao, surgiu também a necessidade da criacdo de bancos de dados de DNAmt
que tém como finalidade estimar as frequéncias de sequéncias nas diversas
populagdes, além de padronizar os procedimentos para a correta determinacédo dos
haplogrupos, estabelecer normas para o controle de qualidade das analises e,

assim, minimizar os erros e servir como uma fonte de referéncia confiavel (Salas et
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al., 2007; Parson e Dur, 2007; Bandelt, Van Oven e Salas, 2012; Parson et al.,
2014). Existem varias bases de dados de DNAmt humano disponiveis para acesso
como o MITOMAP (Kogelnik et al., 1996), EMPOP (Parson e Dur, 2007), HaploGrep
(Kloss-Brandstatter et al., 2011), MtDB (Ingman e Gyllensten, 2006), MitoTool (Fan e
Yao, 2011), PhyloTree Build 17 (Van Oven e Kayser, 2008; Van Oven, 2015).

A base de dados EMPOP tem sido a principal referéncia em plataformas
para esse fim, onde juntamente com ISFG e o SWGDAM, formularam regras para
garantir a qualidade das sequéncias depositadas na base de dados e enviadas para

publicagdo (Parson e Dur, 2007; Huber, Parson e Dur, 2018).

1.6.2 No ambito militar

O armazenamento de material genético de militares vem sendo empregado
pelas Forcas Armadas de varios paises, com o intuito de servir como amostra de
referéncia para a identificagdo de militares, em tempo de paz ou de guerra, em caso
de morte em servigo, quando nao for possivel utilizar os métodos convencionais de
identificacdo da pessoa. Em muitos casos, a analise do DNA constitui a unica
ferramenta disponivel a ser utilizada para identificacdo humana, como por exemplo,
em acidentes aéreos, cada vez mais frequentes na atualidade, e acidentes com
explosivos. Partindo de tal premissa, torna-se necessario ressaltar que a populagao
militar de qualquer pais, devido a natureza da sua atividade fim, constitui grupo de
risco para mortes violentas, por estar mais exposta a trabalhos operacionais e em
contato com materiais bélicos do que a populagao civil em geral. A ocorréncia de
carbonizagdo do corpo (total ou parcial) € um exemplo de situagdo que pode
demandar a necessidade de analise do DNA mitocondrial, devido a presenca de
degradacao do DNA, como ja comentado na parte introdutéria do presente estudo.

A criagcdo e a manutencao de um banco de dados de perfis genéticos sob o
suporte de um repositério de amostras biolégicas sdo de suma importancia face ao
fato de o Exército Brasileiro e demais Forgas Armadas estarem, efetivamente, nos
ultimos anos, participando de missdes no exterior € de operacdes de Garantia da Lei
e da Ordem. Tal contexto tem demonstrado um consequente aumento do emprego

dos contingentes militares brasileiros em missdes que, objetivamente, configuram
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elevado risco. Ainda, esta atividade se destaca devido a necessidade de um controle
administrativo da Forga de maneira mais efetiva, impondo deslocamentos
constantes, tanto terrestres quanto aéreos, e da crescente concentragcdo de
organizagbes militares nas regides fronteiricas, resguardando uma preocupagao
estratégica com relagéo ao trafico de armas e drogas, bem como, a instabilidade
politica de alguns vizinhos (Nogueira, 2009).

Como exemplo da estratégia de armazenamento de material genético de
militares com fins de identificagdo em outros paises é possivel ressaltar o
Repositério de DNA das Forgas Armadas Norte Americanas — AFRSSIR — (Armed
Forces Repository of Specimen Samples for the Identification of Remains, Dover,
Delaware). Desde 1990, tém sido coletadas amostras de militares, servidores civis
do Departamento de Defesa e funcionarios de outros 6rgdaos do governo que
prestam apoio as Forgas Armadas em territérios estrangeiros hostis.

Outra aplicacdo de elevada importancia dos bancos de dados de DNA ¢é a
identificacdo de desaparecidos, a partir de seus restos mortais antigos,
possibilitando o resgate de acontecimentos historicos, onde dados de linhagens
mitocondriais sdo extremamente uteis. No ambito militar, a identificacdo de
desaparecidos em conflitos bélicos passados se transformou, nos ultimos anos, em
um esforco mundial, onde toda nacdo deve ser capaz de identificar os seus mortos
de guerra, sendo este, portanto, 0 motivo principal para a existéncia de bancos de
DNA militares pelo mundo. Em junho de 1998, o laboratorio de DNA das Forgas
Armadas dos EUA (Armed Forces DNA Identification Laboratory — AFDIL, Dover,
Delaware) identificou o americano Michael Joseph Blassie, veterano da Guerra do
Vietnam, que foi enterrado como soldado desconhecido no Cemitério Nacional de
Arlington (Butler, 2005). Nesta mesma linha de acao, Portugal tenta identificar seus
soldados mortos por intermédio da analise de DNA de cadaveres exumados do
Cemitério de Farim, na Guiné-Bissau, proximo a fronteira com o Senegal (Nogueira,
2009).

No Brasil, tal atividade teve inicio no ano de 2005 devido ao envio de tropas
brasileiras para as missdes de paz no Haiti. Desde entdo, os integrantes dos
contingentes brasileiros empregados na MINUSTAH (Missdo das Nacgdes Unidas
para a Estabilizagdo do Haiti), constituidos por militares do Exército Brasileiro, da
Marinha do Brasil e da Forca Aérea Brasileira, tem tido suas amostras de sangue

coletadas e armazenadas no Repositorio de Amostras do Exército (RAEx), no
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Instituto de Biologia do Exército, no Rio de Janeiro, o qual possui, no momento,

aproximadamente 30 mil amostras armazenadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar a ancestralidade da populagao brasileira por meio da analise completa da
regido controle do DNA mitocondrial em individuos provenientes das regides Centro-

Oeste, Norte e Nordeste do pais.

2.2 Especificos

- Determinar os haplétipos da regido controle do DNA mitocondrial de amostras
populacionais humanas representativas das regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste

do Brasil e avaliar seu padrao de diversidade.

- Classificar os distintos haplogrupos do DNAmt encontrados nas trés regides, de

acordo com a sua origem ancestral africana, nativo americana e europeia;

- Comparar os dados de sequenciamento do DNAmt das populacbdes estudadas
entre si, bem como com dados de sequéncias de outras populagdes brasileiras e

avaliar o padrao de distancia genética;

- Contribuir para a constru¢ao de banco de dados de perfis genéticos representativo

das linhagens maternas brasileiras, com base no DNA mitocondrial.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Populagao, Sele¢cao das Amostras para o estudo e Aspectos éticos

O presente estudo obteve aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Pedro Ernesto — CEP HUPE/UERJ — (Anexo D) sob o numero
de parecer 1.542.187 (CAAE 55747516.0.0000.525), tendo sido desenvolvido no
Laboratério de Diagndsticos por DNA (IBRAG, UERJ) e na Secédo de Genética do
Instituto de Biologia do Exército, fruto da parceria firmada entre as citadas
instituicdes por meio do Programa Pro-Defesa 3 (CAPES/Ministério da Defesa).

As amostras selecionadas sao pertencentes a militares das Forcas Armadas,
nao relacionados geneticamente, majoritariamente do sexo masculino (97,8%
homens, 2,2% mulheres), com idades entre 18 e 54 anos. Os mesmos participaram
de missdes oficiais no exterior e, por este motivo, possuem seus materiais bioldgicos
armazenados no Repositério de Amostras do Exército Brasileiro (RAEX), no Instituto
de Biologia do Exército, localizado no Rio de Janeiro. Foram incluidas no estudo 413
amostras de sangue sem anticoagulante depositadas em papel de filtro tratado FTA
Classic Card (Whatman/GE) de militares nascidos em 17 Estados, compreendendo
as regides geograficas Centro-Oeste, Norte e Nordeste (Quadro 1). A distribuicdo
das amostras estudadas, de acordo com a regido de origem, pode ser observada no

mapa constante da Figura 12.
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Quadro 1 — Distribuicdo das amostras bioldgicas de militares provenientes das

regides Centro Oeste, Norte e Nordeste por Estado

Regiodes
Geograficas do Estados Quantidade Total por Regiao
Brasil
Distrito Federal 41
Goias 42
Centro-Oeste Mato Grosso do 41 159
Sul
Mato Grosso 35
Acre 36
Amazonas 31
Amapa 21
Norte 154
Para 31
Roraima 11
Tocantins 24
Alagoas 18
Bahia 16
Ceara 11
Maranhao 13
Nordeste 100
Pernambuco 16
Piaui 15
Rio Grande do 11
Norte

Fonte: A autora, 2019.

As amostras selecionadas para este estudo foram somente as dos militares
que autorizaram a sua utilizagdo mediante Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Com relagao as informagdes dos sujeitos da pesquisa, foram utilizados

os seguintes dados demograficos: naturalidade, etnia (autodeclarada) e idade.
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Embora as amostras selecionadas tivessem autorizagdo para utilizagcdo em
estudos cientificos, optou-se por anonimizar as mesmas logo apds a coleta dos
dados demograficos necessarios.

O presente estudo foi desenvolvido por meio de pesquisa experimental, tendo
como base as seguintes etapas: selecdo das amostras do Repositorio do Exército de
acordo com o Estados de nascimento, picotagem e lavagem dos papéis de filtro
contendo as amostras, reagcdo de amplificacdo, purificagdo dos produtos de
amplificagdo, eletroforese em gel de agarose, reagdo de sequenciamento,
purificacdo dos produtos de extensdo, anadlise das sequéncias com o uso de
ferramentas computacionais de acordo com os grupos estudados, analise estatistica

e construgcao de banco de dados.

Figura 12 — Mapa da distribuicdo geografica das amostras analisadas
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Fonte: A autora, 2019.
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3.2 Descricao do Método

Diante da percepcao de diferengas no padrao de amplificagdo das amostras
no inicio do estudo, foi necessario desenvolver metodologias distintas de acordo
com o tempo de armazenamento das amostras, nas etapas de pré-amplificagao e de
amplificagdo propriamente dita (Figura 13). O protocolo desenvolvido no presente
trabalho foi apresentado em reunido cientifica e publicado na revista Forensic
Science International: Genetics Supplement Series (Apéndice B). As amostras com
menos de dois anos de armazenamento foram processadas por PCR direta,
eliminando-se a etapa de extracdo de DNA. Ja para as amostras com mais de dois
anos de armazenamento foi realizada extragdo do DNA com o emprego da resina
Chelex 100 molecular biology grade resin 200-400 mesh sodium form (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) (Walsh, Metzger e Higuchi, 1991), seguida de
reacao de amplificacdo do DNA convencional. Tal adaptacao foi necessaria pois o
tempo de armazenamento prolongado pode promover maior adesao da molécula do
DNA a matriz do papel de filtro (Stangegaard et al., 2011; Kornienko et al., 2014), o

que demandou protocolo especifico para tais amostras, conforme se segue:

Figura 13. Desenho experimental

Amostras com menos

— de 2 anos de —

armazenamento

P | Tréscirculos || FEtapade [ | 5 | | Gelde || -
A de 3mm lavagem PCR Direta agarose Sequenciamento
P
E
L o —
F
T u
|| Tréscirculos | | FEtapade | | Extracdodo | | PCR | | Gelde || 3
8 de 3mm lavagem DNA / Chelex Convencional agarose Sequenciamento

Amostras com mais I
de 2 anos de
armazenamento

Fonte: A autora, 2019.
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3.2.1 Amostras com menos de dois anos de armazenamento

As amostras com tempo inferior a dois anos necessitaram de cerca de duas
horas apenas para que o papel estivesse totalmente claro, livre da presencga de

hemacias, conforme o protocolo descrito a seguir:

1) Picotagem e lavagem dos papéis de filtro

Foram picotados trés circulos de 3.0 mm de diametro com o uso do picotador
Harris Uni-Core Punch (GE/Whatman). Estes foram submetidos a uma etapa de
lavagem para remoc¢ao das hemacias com 280 uL de solugdo de purificagédo (1M
Tris-HCI pH 8,0, 0,5M EDTA pH 8,5, Triton-X 100 e ddH20) e 20 pL de proteinase K
fungal (<20U/mg), seguidos por incubacdo em termoagitador (Thermomixer AG
Eppendorf) a 56°C com agitacdo de 900 RPM, por duas horas. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e as amostras foram lavadas com 300 yL de agua

destilada, por cindo vezes e, por fim, foram secas a temperatura ambiente.

2) Reacéo de amplificagao direta

A amplificagdo pela PCR foi realizada com o kit GoTag® DNA Polimerase
(Promega Corporation), conforme protocolo detalhado na Tabela 2. Foi utilizado o
par de oligonucleotideos L15879 (senso, 5-AATGGGCCTGTCCTTGTAGT-3’) e
H727 (anti-senso, 5-AGGGTGAACTCACTGGAACG-3’), de Cardena e colaborados
(2013), para amplificar toda a regido controle do DNA mitocondrial, gerando um
fragmento amplificado de 1.417 pares de bases, no termociclador Veriti® 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA), sob as seguintes condi¢des
termociclicas: desnaturacéao inicial a 95°C por 15 minutos, seguida por 35 ciclos a
94°C por 30 segundos, 60°C por 90 segundos, 72°C por 60 segundos, e extensao

final a 72°C por 10 minutos. Posteriormente, na reagdo de sequenciamento, serao



56

utilizados os mesmos oligonucleotideos da etapa de amplificagdo, em reagdes
separadas, com a inclusdo de oligonucleotideos internos adicionais, para algumas
amostras, quando necessario. O esquema de amplificacdo e sequenciamento é
mostrada na Figura 14 e o detalhamento das reag¢des de extensao serao abordadas

no subitem 3.2.4.

Tabela 2 — Protocolo de amplificagao direta

Concentragao Quantidade Concentragao

Reagentes

inicial (uL) final

GoTaq® Flexi Buffer (c/ 1,5
5X 50 1X
mM de MgCl2)
Primer L15879 (senso) 2,5 uM 2,0 0,2 uM
Primer H727 (anti-senso) 2,5 uM 2,0 0,2 uM
MgCl2 25 mM 3,0 3,0 mM
Mistura de dNTPs
10 mM cada 0,5 200 uM cada

(Qiagen)

Taq DNA polimerase
(GoTaq® Hot Star, 5 U/uL 0,125 1,5 U/reacéao

Promega Corporation)

Amostra 3 circulos de 3.0

) mm lavados )
H20 purificada - 12,375 -
Total - 25,0 -

Fonte: A autora, 2019.
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Figura 14 — Estratégia de amplificacdo e sequenciamento da regido controle de
DNAmt

16024 16569 /1 576

Regido Controle do DNAmt |

| L15879 >

< H727
L16548
[ H16413 >

Legenda: O par de oligonucleotideos L15879 (senso) e H727 (anti-senso), destacados pelas setas de
cor cinza, foi usado para a reagdo de amplificagdo. Ja para as reagdes de sequenciamento,
tanto os primers internos, H16413 (senso) e L16548 (anti-senso), indicados nas setas de
cor amarela, como os oligonucleotideos externos usados na amplificagao.

Fonte: A autora, 2019.

3.2.2 Amostras com mais de dois anos de armazenamento

1) Picotagem e lavagem dos papéis de filtro

Para estas amostras foi seguido o mesmo protocolo realizado no item 1, da
subsecdo 2.2.1, para amostras recentes, com diferenca apenas no tempo de
incubacgao. Neste caso, as amostras permaneceram no banho a 56°C com agitagao
até o dia seguinte, perfazendo uma média de 10 a 14 horas de incubacao. Contudo,
foi necessario trocar a solugao de lavagem nas primeiras duas horas de incubacéo,

devido a saturagdo da mesma.
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2) Extracdo do DNA

Os circulos lavados e secos foram submetidos a extracdo do DNA pelo
método Chelex, onde foram adicionados 200 pL da resina Chelex em solugao a 5%
aos trés circulos de papel. Estes foram incubados a 56°C durante 20 minutos, em
seguida foram submetidos a agitagao em vortex por aproximadamente 15 segundos.
Posteriormente, foi realizada nova incubagdo a 100°C por 8 minutos, seguida de
agitacdo por 15 segundos. Por fim, as amostras foram centrifugadas durante trés
minutos a 20.000 x g. O sobrenadante foi transferido para outro tubo para posterior

utilizagdo na reagao de amplificagéo.

3) Reacao de amplificagao convencional
Esta etapa de amplificagdo se diferenciou da reacao de amplificacdo direta

apenas pela adigdo de DNA extraido, seguindo o protocolo abaixo (Tabela 3):

Tabela 3 — Protocolo de amplificagdo convencional

Concentragdao Quantidade Concentragao

Reagentes

inicial (mL) final
GoTaq® Flexi Buffer (c/ 1,5
mM de MgCl2) X >0 X
Primer L15879 (senso) 2,5 uM 2,0 0,2 uM
Primer H727 (anti-senso) 2,5 uM 2,0 0,2 uM
MgCl: 25mM 3,0 3,0 mM
Mistura de dNTPs (Qiagen) 10 mM cada 0,5 200 puM cada
Taq DNA polimerase (GoTaq®
Hot Star, Promega 5 U/uL 0,125 1,5 U/reagao
Corporation)
Amostra (DNA extraido) - 12,375 -

Total - 25,0 -
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3.2.3 Purificaciao dos produtos amplificados

Apos as etapas de pré amplificagdo e de amplificacdo, todas as amostras,
independente do tempo de armazenamento, seguiram os mesmos protocolos nas
etapas subsequentes a amplificagdo. Assim, os produtos de amplificacdo gerados
foram avaliados quanto a qualidade e a quantidade em gel de agarose a 1%. A
avaliagao da quantidade relativa de produto amplificado foi realizada empiricamente
por meio da comparagao das bandas das amostras no gel com marcador de massa
molecular Low mass DNA ladder (Invitrogen). Em seguida, foi realizada a purificagao
dos produtos de amplificagdo, com o reagente ExoSAP 2IT® (USB Corporation), que
consiste na mistura das enzimas exonuclease | e fosfatase alcalina de camaréao, na

propor¢ao de 2 uL do reagente para cada 5 pL de produto de PCR.

3.2.4 Reacao de sequenciamento e purificacdo dos produtos de extensio

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o conjunto de reagentes
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), com os
oligonucleotideos descritos na Tabela 4 e seguindo o protocolo discriminado na
Tabela 5. Amostras que apresentaram heteroplasmia de comprimento nas posi¢coes
16189 (T<C), 309 (insercao de duas citosinas) e 573 (insergdo a partir de duas
citosinas) necessitaram de reag¢des de extensao adicionais com os oligonucleotideos
internos L16548 (anti-senso) e H727 (senso), cujas sequéncias também constam da

Tabela 4, a sequir:
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Tabela 4 — Oligonucleotideos utilizados na reagado de sequenciamento

Oligonucleotideos Sequéncia Referéncia
L15879 (Senso) 5-AATGGGCCTGTCCTTGTAGT-3’
H727 (Anti-senso) 5-AGGGTGAACTCACTGGAACG-3
Cardena et al.,
L16548 (Anti- 5-GGGAACGTGTGGGCTATTTA-3 2013
senso)*
H16413 (Senso)* 5-TGAAATCAATATCCCGCACA-3’

Legenda: *oligonucleotideos adicionais utilizados na reagdo de sequenciamento em amostras com
heteroplasmia de comprimento.
Fonte: A autora, 2019.

Tabela 5 — Protocolo da reagdo de sequenciamento

Concentragdao Quantidade Concentracao
Reagentes

inicial (uL) final
BDT RR 100 1,0
Buffer 5X 5X 1,5 0,5X
Oligonucleotideo (senso ou
anti-senso) 2,5 uM 1,3 0,25 uM
Produto de PCR 2,0
H20 purificada - 42 -
Total - 10,0 -

Legenda: BDT RR 100 (Big Dye Terminator Ready Reaction 100).
Fonte: A autora, 2019.

Em seguida, a purificacdo dos produtos de extensao foi realizada com o uso
da resina Sephadex™ G-50 Medium (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Upsala,
Suécia) em solugédo (3,3 g de resina em 50 mL de agua ultrapura), onde foram
adicionados 700 uL da referida solugdo a um tubo contendo uma coluna com filtro de
celulose regenerada (QIAGEN), seguida de centrifugagéo durante 3 minutos a 2.000
x g. O filtrado foi descartado e todo o volume do produto de extensao purificado foi
adicionado sobre a resina seca no interior da coluna. Por ultimo, o tubo foi

centrifugado durante 1 minuto a 1.000 x g.
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3.2.5 Eletroforese capilar

Os produtos purificados da reagao de sequenciamento foram submetidos a
eletroforese capilar na plataforma ABI Prism® 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, Foster City, CA), utilizando-se 1 pL do produto de extensado purificado
na etapa anterior com 10 yL de Formamida (Applied Biosystems, Foster City, CA),

para injecao da amostra no equipamento.

3.2.6 Analise das sequéncias com base nas ferramentas computacionais

Inicialmente, as sequéncias obtidas na eletroforese capilar foram avaliadas
quanto a qualidade do sequenciamento com o uso do programa DNA Sequencing
Analysis software v5.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA). Em seguida, foi
utilizado o programa SeqScape v5.2 (Applied Biosystems, Foster City, CA), para a
anotacdo dos polimorfismos encontrados em divergéncia com a sequéncia
referéncia de Cambridge revisada (rCRS) (Anderson et al., 1981), numero de acesso
no GenBank NC_ 012920, bem como para as devidas corregoes dos polimorfismos
automaticamente anotados pelo proprio programa. Uma vez feitas as anotagdes de
todos os polimorfismos das amostras sequenciadas, os haplétipos foram analisados
na plataforma online EMPOP mtDNA Database, v4/R11 (Parson e Dur, 2007; Huber,
Parson e Dir, 2018), a fim de se obter a classificacdo dos respectivos haplogrupos
mitocondriais.

Os critérios seguidos para o controle de qualidade na anotagdo dos
polimorfismos e consequente determinagdo dos haplogrupos foram baseados na
utilizacdo da ferramenta “Phylogenetic Alignment’, integrante da base de dados
EMPOP, que foi incluida na ultima atualizagdo em 10 de setembro de 2018, com a
publicacdo da versdo 4 e a ferramenta “EMPcheck’, também da base de dados
EMPOP. Além de observadas as recomendacdes da ISFG e do SWGDAM (Parson
et al., 2014; SWGDAM, 2013).

O alinhamento das sequéncias do presente estudo, juntamente com as

sequéncias das populacdes utilizadas para as analises de comparacio inter e
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intrapopulacionais foi realizado com o auxilio da ferramenta computacional online

HaploSearch (Fregel e Delgado, 2011).

3.2.7 Calculo dos indices de diversidade genética

Foram utilizados os dados amostrais dos seguintes estudos: 142 sequéncias
do Estado de Sao Paulo (Prieto et al., 2011), 95 sequéncias do Estado do Espirito
Santo (Sanches et al., 2014), 205 sequéncias do Estado do Rio de Janeiro (Simao et
al., 2018) e 80 sequéncias do Estado de Santa Catarina (Palencia et al., 2010). As
comparagdes, tanto entre as populagdes do presente estudo, como com populagdes
brasileiras de outros estudos, foram realizadas com o uso do pacote de softwares
Arlequin versao 3.5.2.2 (Excoffier, Laval e Schneider, 2005; Excoffier e Licher, 2010)

para os calculos de distancia genética e indices de diversidade genética.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao das sequéncias mitocondriais

A analise completa da regido controle do DNA mitocondrial dos 413 individuos
estudados forneceu dados importantes acerca das trés regides geograficas
selecionadas, tendo em vista a inexisténcia de trabalhos, especialmente das regides
Centro Oeste e Norte.

As amostras foram amplificadas com os primers L15879 (senso) e H727 (anti-
senso), que produziram fragmentos com 1.136 pares de bases na regido Centro
Oeste, 1.143 na regido Norte e 1.135 na regido Nordeste. O limite utilizado para a
classificagdo dos haplogrupos foi das posigdes 16024 a 576, compreendendo toda a
regiao controle, inclusive os espacos entre as trés regides hipervariaveis.

Com relagado aos polimorfismos de comprimento (Tabela 6), 30,89% das
amostras da regido Centro Oeste e 27,92% da regido Norte apresentaram a
mutacgéo do tipo transversédo na posi¢do T16189C na regidao HVI, enquanto que na
regidao Nordeste, 10% dos individuos apresentaram a referida mutagdo. Entre as
posicoes 303 e 315 em HVII foi observada a presenca da mutagcdo T310C em
apenas um individuo da regido Centro-Oeste. Na regido HVIIl os polimorfismos
encontrados foram do tipo insercao ou delecdo de dinucleotideos AC entre as
posicoes 513 e 524, cujas proporgdes de insergao nas trés regides geograficas do
pais analisadas foram de 3,77% no Centro-Oeste, 3,00% no Nordeste e 6,49% no
Norte e as propor¢des de delegao foram de 35,85% na regido Centro-Oeste, 55,00%
na regido Nordeste e 48,05% na regido Norte. Ja as inser¢gdes no trecho 562-573
foram também observadas nas trés regides estudadas, sendo 2,52% no Centro-
Oeste, 3,00% no Nordeste e 5,84% na regido Norte. Para os polimorfismos que tém
como consequéncia a formacao de longo fragmento homopolimérico de citosinas,
houve a necessidade de reagdao de amplificagdo adicional com os oligonucleotideos

internos L16548 (anti-senso) e H16413 (senso), conforme ilustrado na Figura 14.
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Tabela 6 — Frequéncia de heteroplasmia de comprimento por regidao geografica
Centro-Oeste Nordeste Norte Total
Regidao Polimorfismo n =159 % n =100 % n=154 % n=413 %
16184-16193

HVI 48 30,89 10 10,00 43 27,92 101 24,46
(poli C)*
303-315
HVII 1 0,63 - - - - 1 0,24
(poli C)*
513-524
6 3,77 3 3,00 10 6,49 19 4,60
(poli AC)
513-524
HVIII 57 35,85 55 55,00 74 48,05 186 45,04
(delecdo AC)
568-573
4 2,52 4 3,00 9 5,84 17 4,12
(poli C)*

Legenda: * Sequéncias a partir de oito citosinas subsequentes. A insercdo 315.1C é uma condigdo
estavel, presente na maioria dos individuos. A heteroplasmia de comprimento localizada
entre o trecho 302-316 nao representa, portanto, um hotspot. Na tabela foi reportada
apenas uma amostra da regido Centro-Oeste que apresentou a mutagdo T310C,
caracterizando, assim, um longo homopolimero de citosinas.

Fonte: A autora, 2019.

4.2 Classificacao e frequéncia dos haplogrupos

Conforme os dados constantes do Grafico 2, quanto a frequéncia dos
haplogrupos por regido, das 413 amostras analisadas, a regido Norte foi a que
evidenciou maior numero de ancestralidade amerindia (62,99%), seguida da regiao
Centro-Oeste, com 47,17% e por ultimo, a regido Nordeste, com 39%. Ja a presenca
de haplogrupos que marcam a ascendéncia africana foi maior nos individuos
oriundos da regidao Nordeste (44%), seguida pelas regides Centro-Oeste e Norte,
que apresentaram percentuais aproximados, sendo 35,85% e 32,47%,
respectivamente. Por fim, a origem europeia foi proporcionalmente semelhante nas

regides Nordeste (17%) e Centro-Oeste (16,98%), enquanto que na regidao Norte do
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pais a linhagem materna de origem europeia foi expressa em numeros bem
reduzidos (4,54%).

Grafico 2 — Distribuicao das linhagens amerindia, africana e europeia de trés regides

do Brasil (Centro-Oeste, Norte e Nordeste)

62,99%
a7,17%
44%
39% I
35,85%
; ; 32,47%
| 16,98% | { | | 17%
| 4,54%
Centro-Oeste Norte Nordeste
EAmerindio @ Africano Europeu

Fonte: A autora, 2019.

4.2.1 Reqido Centro-Oeste

Dentre as 159 amostras analisadas neste estudo, provenientes da regido
Centro-Oeste, foi observada uma frequéncia maior de linhagens de DNAmt de
ancestralidade indigena da ordem de 47,17%, enquanto que a africana foi de
35,85% e de linhagens europeias foi de 16,98% (Grafico 2).

Com relagdo aos haplogrupos amerindios, o que se apresentou mais
frequente foi o haplogrupo C (18,87%), seguido pelos haplogrupos B (13,84%), A
(9,43%) e D (5,03%). Nas linhagens africanas, o haplogrupo L apresentou
frequéncia de 35,85% e o haplogrupo H (8,18%) foi o de maior representatividade

entre as linhagens de origem europeia (Quadro 2).
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Quadro 2 — Distribuicdo dos haplogrupos principais por regido geografica (Centro-

Oeste, Norte e Nordeste) do Brasil

Centro-Oeste Norte Nordeste

(n =159) (n =154) (n =100)

HG n % n % n %
A 15 9,43 20 12,99 15 15
B 22 13,84 26 16,88 3 3
C 30 18,87 38 24,67 20 20
D 8 5,03 13 8,44 1 1
H 13 8,18 3 1,95 4 4
| - - 1 0,65 - -
J 1 0,62 - - 2 2
K 2,51 - - 2 2
L 57 35,85 50 32,47 44 44
M 1 0,62 - - 1 1

N 1 0,62 - -

R 2 1,26 1 0,65 3 3
T 3 1,89 - - 1 1
U 2 1,26 1 0,65 3 3
W - - 1 0,65 - -
X - - - - 1 1

Legenda. HG — haplogrupo.
Fonte: A autora, 2019.

Sob uma visdo estratificada da distribuicdo dos haplogrupos de ascendéncia
africana, foi observada maior ocorréncia do haplogrupo L3 (43,86%) e
subsequentemente dos haplogrupos L2 (35,09%), LO (12,28%), L1 (7,02%) e L4
(1,75%).

Dentre as amostras pertencentes as linhagens europeias, o haplogrupo H
(37,04%) foi o mais frequente, seguido pelos haplogrupos K1a (14,82%), HVO e T2
(7,42% cada), sendo menos frequentes os haplogrupos HV, J1b1a1, M, N9b2, R,
RO, T1, U5 e U6, cada um na proporgao de 3,7%. Toda distribuicdo da origem dos
haplogrupos encontrados na regido Centro-Oeste, de acordo com as linhagens

ancestrais, encontram-se discriminados a seguir no Grafico 3:
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Grafico 3 — Frequéncia dos haplogrupos do DNAmt de acordo com a linhagem ancestral da regidao Centro-Oeste do Brasil
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Fonte: A autora, 2019.
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4.2.2 Regido Norte

A analise da regido controle do DNAmt das amostras provenientes da
regidao Norte foi marcada pela forte presenca de haplogrupos de origem
amerindia, perfazendo um total de 62,99% dos 154 individuos analisados,
seguido por 32,47% de haplogrupos de origem africana e somente 4,54% de
europeus. Foi observado como mais frequente o haplogrupo C1 (38,14%) e o
menos frequente o haplogrupo principal C (1,03%), conforme discriminado no
Grafico 4.

Com relagdo a influéncia africana presente nesta regido, dos 50
individuos encontrados, os haplogrupos L3 e L2 apresentaram praticamente as
mesmas proporg¢des (40% e 38%, respectivamente) e os de menor incidéncia
foram os haplogrupos LO (12%) e L1 (10%).

O menor grupo étnico classificado a partir das linhagens do DNAmt
encontradas na regiao Norte, no presente estudo, coube aos haplogrupos
europeus, onde apenas sete individuos foram identificados, em proporcoes
igualitarias de 14,29% dos haplogrupos H, H1, HVO, 15a1b, RO, U2e1 e W (um
individuo de cada). O Grafico 4 mostra as proporgdes dos haplogrupos

encontrados.
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Grafico 4 — Frequéncia dos haplogrupos do DNAmt de acordo com a linhagem ancestral da regido Norte do Brasil
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4.2.3 Reqgido Nordeste

Diferente das regides Centro Oeste e Norte, abordadas anteriormente, a
contribuigdo étnica de maior ocorréncia na regidao Nordeste foi a de africanos,
com 44% do total de 100 amostras analisadas. Amerindios e Europeus
apresentaram proporcgdes de 39% e 17%, respectivamente (Gréfico 2).

Entre os haplogrupos mais frequentes nas linhagens africanas a que se
destacou em maior numero foi a do haplogrupo L3, com 45,45%,
posteriormente, as frequéncias observadas foram de 27,27% para o
haplogrupo L1, 22,73% para o haplogrupo L2 e 4,55% em relacdo ao
haplogrupo LO.

Pouco mais da metade das linhagens de amerindios corresponderam ao
haplogrupo C1 (51,28%), sucedido pelo haplogrupo A2 (38,46%) e pelos de
menor frequéncia, os haplogrupos B4, com 5,13%, B2 e D1 ambos com 2,56%.

Todos os dados das frequéncias dos haplogrupos da regidao Nordeste

estdo compilados no Grafico 5, mostrado a seguir:
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Grafico 5 — Frequéncia dos haplogrupos do DNAmt de acordo com a linhagem ancestral da regiao Nordeste do Brasil
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4.3 Diversidade genética

4.3.1 Analises em nivel intrapopulacional

Foram identificados 149 haplétipos unicos nas 159 amostras analisadas na
regidao Centro Oeste, refletindo uma diversidade haplotipica de 0,9990 +/- 0,0009,
com uma alta média no numero de diferengcas nas comparagdes pareadas
(17,456094 +/- 7,796824). Tais caracteristicas foram também observadas nas
demais regides estudadas, onde na regiao Norte foram identificados 141 haplétipos
diferentes de 154 analisados e, na regido Nordeste, 93 individuos apresentaram
diferentes haplétipos dos 100 analisados. Os indices de diversidade haplotipica nas
regides Norte e Nordeste foram proporcionalmente semelhantes com 0,9985 +/-
0,0010 e 0,9984 +/- 0,0018 e os numeros médios de diferengas pareadas foram de
18,567948 +/- 8,275171 e 19,417374 +/- 8,664876, respectivamente (Tabela 7). Os
haplétipos compartilhados entre os individuos podem ser observados nas listas
completas dos haplétipos de cada regido geografica do presente estudo nos Anexos
1,2e 3.

Ao comparar os indices de diversidade das populacbdes estudadas neste
trabalho com as populagdes do Espirito Santo, Rio de Janeiro e Sao Paulo nota-se
que ha concordancia entre os mesmos. Apenas o Estado de Santa Catarina,
comparado com todas as demais populagcdes, mostra uma menor diversidade
(Tabela 7).
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Tabela 7 — indices de diversidade molecular baseadas nas sequéncias da regi&o
controle do DNAmt
Haplétipos

Regioes/Estados N dnicos H NMDP
Centro-Oeste* 159 149 0,9990 +/- 0,0009 17,456094 +/- 7,796824
Norte* 154 141 0,9985 +/- 0,0010 18,567948 +/- 8,275171
Nordeste* 100 93 0,9984 +/- 0,0018 19,417374 +/- 8,664876
ES (Sanches, 95 91 0,9991 +/- 0,0017 17,732811 +/- 7,943552
2014)

RJ (Simao, 2018) 205 194 0,9994 +/- 0,0006 18,590770 +/- 8,273874
\2‘5521 0 (Palencia, 80 64 0,9940 +/- 0,0032 15,678481 +/- 7,070788

SP (Prieto, 2011) 142 135 0,9992 +/- 0,0010 17,134252 +/- 7,663550

Legenda: (*) populagdes do presente estudo; H — diversidade haplotipica; NMDP — nimero médio de
diferencas pareadas.
Fonte: A autora, 2019.

O Quadro 3 mostra resultados obtidos apés o uso da funcionalidade
EMPcheck, da base de dados EMPOP, onde insergdes, transversdes e delegao
novas foram apontadas. A maioria das alteragdes foi do tipo transversado, com oito
ocorréncias novas. O numero total de variagdes polimérficas por regido pode ser

observado na Tabela 8.
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Quadro 3 — Variagdes nucleotidicas da regidao controle do DNAmt, destacadas pela
ferramenta “EMPcheck”, de individuos das regides Centro-Oeste, Norte

e Nordeste do Brasil

A Delecao Insergoes Transversoes
mostras Haplogrupos
nova novas novas
CE9 C1 64delC - -
C16026A
DF22 C1b - 16188.1C C16248A
MS26 C1b - - C16248A
RR13 C1b - 287.1C A283C
TO14 15a1b - - C494A
DF2 LOa1b - - C261A
G034 L2c2b1b - - C16264G
AL9 M1a3 - - A554T

Fonte: A autora, 2019.

Tabela 8 — Frequéncias absolutas da regido controle do DNAmt das variantes
polimdrficas encontradas nas regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste

Centro- Norte Nordeste Média DP
Oeste
Transigoes 178 163 146 162,3333 | 22,62742
Transversoes 23 23 17 21 4 242641
Substituicoes 201 186 163 183,3333  26,87006
Indels 27 34 24 28,33333 2,12132

Fonte: A autora, 2019.

4.3.2 Analises em nivel interpopulacional

A fim de obter maior robustez nas andlises estatisticas, as amostras do
presente estudo foram agrupadas de acordo com as divisdes geograficas por regiao,
tendo em vista que o numero de individuos por Estado foi reduzido. As comparacoes
entre as populacdes do presente estudo e as populacdes do Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Santa Catarina e Sao Paulo foram realizadas levando-se em consideracao
toda a regiao controle (16024-576). Nao foram observadas diferengas significativas

nas comparagoes pareadas (pairwaise Fst) entre nenhuma das populagbes
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comparadas no referido teste, tendo em vista que todos os valores de Fsr
observados se mostraram abaixo de 0,05. Da mesma forma, com relacdo aos
valores de p, ndo foram observadas diferengas significativas entre os Estados ao
compara-los separadamente entre si, com excecdo de Santa Catarina que revelou
diferencas estatisticamente significantes entre todas as popula¢cdes usadas nos

testes de comparagdes pareadas (Tabela 9).

Tabela 9 — Matriz de distédncias genéticas entre as populagdes das regides Centro-
Oeste (CO), Norte (N), Nordeste (NE) e as populacbes de outros
estudos dos Estados do Espirito Santo (ES), Rio de Janeiro (RJ), Santa
Catarina (SC) e Sao Paulo (SP)

Regides/

Estados (o0 N NE ES RJ SC SP

co’ * 0.14286 0.00208 0.00485 0.00070 0.00000 0.00267
N1 0,00222 * 0.00663 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
NE’ 0,01193 0,01050 * 0.00178 0.00059 0.00000 0.00000
ES? 0,00947 0,02462 0,01526 * 0.52361 0.00030 0.71310
RJ3 0,01148 0,02424 0,01442 0,00054 * 0.00030 0.22424
Sc* 0,02567 0,04659 0,05038 0,01718 0,01813 * 0.00010
SP° 0,00893 0,02570 0,02324 0,00168 0,00115 0,01733 *

Legenda: Acima da diagonal estao os valores de diferenciacdo de p obtidos para 10100 permutacdes,
aplicada a correcao de Bonferroni (p < 0,002381); Abaixo da diagonal estao os valores de
Fsr . ' populagdes do presente estudo; 2 Sanches et al., 2014; 3 Simao et al., 2018; 4
Palencia et al., 2010;  Prieto et al., 2011.

Fonte: A autora, 2019.

O mapeamento em trés dimensdes das distancias genéticas entre as
populagdbes comparadas na Tabela 9 foi realizado através do teste de
escalonamento multidimensional (MDS — multidimensional scaling), por meio do
programa STATISTICA (Data Analysis Software System) versao 8.0, StatSoft Inc.
(representagao grafica espacial plotada no Gréfico 6). A analise do grafico revelou
um agrupamento entre as populagdes do Sudeste (RJ, SP e ES), com nitida
separacao das populacdes do Nordeste, Santa Catarina, Norte e Centro-Oeste entre

Si.
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Grafico 6 — Plotagem MDS conforme a distancia genética (Fsr) entre as populagdes

de cinco regides do Brasil baseada na diferenciagdo de haplotipos da

regiao controle do DNAmt
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Fonte: A autora, 2019.
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5 DISCUSSAO

Os estudos acerca da ancestralidade genética a partir da analise do DNAmt
em populacdes brasileiras vem sendo desenvolvidos ao longo das ultimas décadas,
com maior foco em individuos provenientes das regides Sudeste, Sul e Nordeste.
Contudo, ainda ha escassez, ou auséncia de dados nas regides Norte e Centro-
Oeste, respectivamente. Desta forma, destacamos a relevancia do presente
trabalho, o qual se caracteriza como sendo o primeiro estudo abrangendo a regido
Centro-Oeste.

No caso da regiao Norte, foram identificados estudos considerando apenas a
regiao HVI, outros incluindo as regides HVI e HVII, alguns estudos com base em
marcadores Indels e, ainda, estudos com foco em populagdes especificas de nativos
indigenas (Alves-Silva et al., 2000; Feio-dos-Santos et al., 2006; Carvalho et al.,
2008; Lins et al., 2010; Francez et al., 2012; Manta et al., 2013; Mendes-Junior e
Simdes, 2014). Foram observados também estudos que reportaram analises em
populagdes constituidas somente por individuos pertencentes a grupos
socioeconomicamente mais favorecidos. Outra observacdo relevante € a
representatividade de uma populagdo dentro de um espago geografico, como visto
em alguns estudos nos quais a analise de apenas um ou dois Estados foi reportada
como caracteristica de uma regiao como um todo, o que pode gerar um desvio para
o predominio de determinada ascendéncia étnica (Alves-Silva et al., 2000; Pena et
al., 2011).

As amostras do presente estudo foram selecionadas aleatoriamente,
seguindo apenas como critério de inclusdo a naturalidade dos individuos. A
procedéncia das amostras por Estado e suas respectivas quantidades estao
discriminadas na Tabela 2 e a distribuicdo geografica das mesmas pode ser
visualizada na Figura 12.

A alta frequéncia de linhagens amerindias na regiao Norte, observada no
presente estudo, corrobora os dados de Alves-Silva e colaboradores (2000), os
quais analisaram as regides HVI e HVII em 48 individuos dos Estados do Amazonas,
Para, Acre e Rondbnia, e encontraram 54% de amerindios. Entretanto, as demais
proporgdes sao discordantes, pois as frequéncias de africanos (15%) e de europeus

(31%) foram totalmente distintas do trabalho em questdo, que apresentou as
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respectivas propor¢des de 32,47% e 4,54%. Feio-dos-Santos (2006) analisou a
regiao HVI de 49 individuos da regido Norte, porém todos nascidos na cidade de
Santarém, no Estado do Para. Houve também concordancia com os resultados do
presente estudo, com maior predominancia de amerindios (61,22%), em seguida a
origem africana (32,65%) e com frequéncia menor de europeus (4,08%). Embora,
com um numero reduzido de amostras analisadas, ao compararmos estes dados
com os resultados dos 31 individuos procedentes do estado do Para, no presente
estudo, as frequéncias das linhagens mitocondriais foram praticamente idénticas
(61,29% de amerindios, 32,26% de africanos e 6,45% de europeus) (Tabela 10).

Tabela 10 — Frequéncia de haplogrupos em estudos da regidao Norte do Brasil

Regides/Estados Amel:;ndios | Afri(:/anos Eurt:/peus
0 0 0

Norte 62,99 32,47 4,54
AM, PA, AC, RO 54,00 15,00 31,00
(Alves-Silva et al., 2000)
PA (Feio—dos-Santos et al., 61.22 3265 4.08
2006) ' ' ’
AM, MA, AP 46,54 50,31 1,89
(Carvalho et al., 2008)

Fonte: A autora, 2019.

Outro estudo de ancestralidade realizado com 28 SNPs (Lins et al., 2010) em
uma populacdo com 40 individuos da regido Norte do Brasil, mostrou resultados
diferentes com alta proporgao relativa quanto as linhagens europeias (71,1%) e
consequentemente baixas frequéncias de africanos (18,2%) e de amerindios
(10,7%). Da mesma forma, resultados contrarios foram observados por Pena e
colaboradores (2011) ao analisar um painel de 40 Indels em individuos selecionados
de acordo com sua auto declaragao étnica (brancos, pardos e negros) e oriundos
das regides Norte, Nordeste, Sudeste e Sul do pais. Tal estudo revelou alta
frequéncia de individuos de origem europeia (69,7%), seguida por africanos (10,9%)
e amerindios (19,4%) na populacao do Estado do Para. Cabe ressaltar que no citado
trabalho, os testes foram conduzidos como sendo referentes as regides Norte,
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Nordeste, Sudeste e Sul do pais. Entretanto, somente um ou dois Estados foram
analisados em cada regido, o que nao constitui uma representatividade fidedigna
das populagdes nestes respectivos espagos geograficos.

A escassez de dados relativos a regiao Norte, tendo como base a analise
completa da regido controle do DNAmt e, ainda, a adogao de critérios diversos na
selegcdo do universo amostral, conforme mostrado nos trabalhos referenciados
acima, denotam certa dificuldade nas comparagbes dos resultados com os do
presente estudo. Apesar disso, € possivel observar que os dados aqui apresentados
estdo em consonéancia com a historia do povoamento da regido Norte na época do
periodo colonial. Diversos fatores historico-sociais contribuiram para a reduzida
representatividade do negro na Amazonia, como a proibicdo do trafico, a abolicdo da
escravatura, o inicio de uma imigragao organizada e o éxodo nordestino para aquela
regido. Além disso, o negro n&o tinha muita representatividade, em termos
quantitativos, para constituir a base da mistura étnica na regido Amazodnica, através
do cruzamento com o branco europeu (Salles, 1971). A marcante presengca de
nativos indigenas em toda regido Amazonica se reflete até os dias atuais, com o
predominio de ancestralidade amerindia evidenciada no presente estudo (62,99%).

Os resultados aqui apresentados constituem o primeiro trabalho com dados
de linhagens mitocondriais da regido Centro-Oeste do pais, consequentemente,
andlise comparativa com dados de outros estudos foi prejudicada. Manta e
colaboradores (2013) em uma analise com 46 marcadores Indels de ancestralidade
em populagdes das cinco macrorregides do pais, encontraram no Estado do Mato
Grosso do Sul, 15,3% de amerindios, 25,6% de africanos e uma alta proporgéao de
europeus (58,8%). Tais dados, embora com marcadores diferentes dos analisados
no presente trabalho, foram discordantes dos gerados em nosso estudo, no qual a
maior frequéncia foi de amerindios (47,17%), levando em consideragao que 0s
quatro Estados da regido foram incluidos nas analises.

A composigao étnica da regido Nordeste, quando € considerada a analise do
DNAmt, costuma ser reportada com maior frequéncia de linhagens africanas em
relacdo as amerindias (Alves-Silva et al., 2000; Barbosa, et al., 2008), compativel
com o presente estudo. Todavia, Schaan e colaboradores (2017), ao analisarem as
trés reqides hipervariaveis do DNAmMt em uma populagdo da regido Nordeste,
encontraram resultados divergentes, com predominancia de ancestralidade

amerindia (43,5%), seguida por 37,8% de ancestralidade africana e 16,6% de
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europeus. No presente estudo as proporgdes relativas dos trés grupos étnicos foram
de 44% de africanos, 39% de amerindios e 17% de europeus. Mesmo com
diferencas no universo amostral entre os dois estudos, as fracbes sao
proporcionalmente muito semelhantes. Contudo, a inversao nas frequéncias de
amerindios e africanos pode ser interpretada devida a uma ndo homogeneidade
quanto ao numero de amostras analisadas por Estado, ao avaliar o trabalho de
Schaan e colaboradores (2007). No referido trabalho, embora quase todos os
Estados da regidao Nordeste tenham sido incluidos (com exce¢ao do Maranhao), ha
uma grande despropor¢ao na distribuicdo das amostras analisadas por Estado.
Apenas sete amostras procedentes do Estado da Bahia e quatro no Estado do
Sergipe foram estudadas. No presente estudo, sete dos nove Estados que compdem
a regiao Nordeste foram analisados, mas com distribuicdo homogénea dos mesmos

quanto ao numero de amostras (Tabela 11).

Tabela 11 — Frequéncia de haplogrupos em estudos da regido Nordeste do Brasil

Amerindios Africanos | Europeus
Regidoes/Estados

% % %
Nordeste 39,00 44,00 17,00
AL (Barbosa et al., 2008) 33,00 44,00 21,00
PE 22,00 44,00 34,00
(Alves-Silva et al., 2000) ! ! ’
Nordeste (Schaan et al., 435 37.8 16,6

2017)

Fonte: A autora, 2019.

Outro ponto importante a ser ressaltado com relacdo a comparagao dos
dados do estudo de Schaan e colaboradores (2017) com os nossos dados, é que o
Estado da Bahia, especificamente, foi um dos locais que tiveram forte presenca de
negros oriundos do mercado escravista da Africa Ocidental na época da colonizagéo
do Brasil. Bahia, Pernambuco e Rio de janeiro, inicialmente, receberam os maiores

contingentes de escravos africanos, devido a presenca dos portos. Estima-se em
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torno de 3 milhdes de africanos inseridos no pais a partir da segunda metade do
século XVI (IBGE, 2007). J&4 o Estado do Maranhdo enfrentou dificuldades para
desenvolver a capitania logo de inicio, a qual era dependente de mao de obra
escrava africana para a ascensdo econdmica. Somente apds a segunda metade do
século XVII houve um aumento na introdu¢do do africano no contexto do
desenvolvimento das areas do Maranhdo e do Para que, até entdo, tinham uma
presengca muito maior de indios nativos em integragdo com os colonos portugueses
(Boxer, 1969; Salles, 1971). Desta forma, a pouca representatividade amostral no
estudo referenciado (Schaan et al., 2017), pode levar a uma interpretacdo néao
fidedigna da regido como um todo.

A alta diversidade haplotipica nas regides Centro Oeste, Norte e Nordeste em
relacéo as regides Sul e Sudeste pode ser explicada com base no contexto historico
da colonizagao do Brasil, devido as diferentes influéncias populacionais que cada
regidao recebeu a época. O Nordeste do pais foi a porta de entrada dos
colonizadores portugueses, que posteriormente trouxeram um grande contingente
de escravos africanos para toda a costa atlantica, com destaque para os Estados de
Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro (Boxer, 1969; Salles, 1971; Schwartz, 1988;
IBGE, 2007).

Com relagdo aos sub-haplogrupos africanos identificados nas trés regides
analisadas no presente trabalho (Tabela 12), foi observada uma maior frequéncia de
L2a e L3e nas regides Centro Oeste (28,7% e 26,32%) e Norte (30,0% e 18,0%),
enquanto que na regidao Nordeste os sub-haplogrupos mais frequentes foram L1c e
L3e (27,27% e 20,45%). Como ja identificado em estudos anteriores sobre as
regides Nordeste e Sudeste, conhecidamente, populagdes com maior ascendéncia
de linhagens africanas no Brasil apresentam os sub-haplogrupos L1c e L3¢ como os
mais frequentes (Alves-Silva et al., 2000; Salas et al., 2004; Barbosa et al., 2008;
Schaan et al., 2017; Simao et al., 2018), sendo estes também mais frequentes no
Oeste da Africa (Beleza et al., 2005), o que concorda com os registros histéricos que
versam sobre a procedéncia dos cativos africanos (e caracteristicos dos grupos
linguisticos Bantu) trazidos para o Brasil na época da colonizagdo (Boxer, 1969;
Schwartz, 1988; Alves-Silva et al., 2000; Bandelt et al., 2001; IBGE, 2017). Beleza e
colaboradores (2005) também encontraram, predominantemente, os sub-
haplogrupos L1c (24,77%) e L3e (22,02%) em individuos africanos oriundos da

provincia de Cabinda, na Republica de Angola (Quadro 4).
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Sobre a maior frequéncia de sub-haplogrupos L2a encontrados nas regides
Centro-Oeste e Norte do Brasil no presente estudo, pesa novamente a dificuldade
para realizar uma analise comparativa devido a escassez de dados publicados sobre
a regiao Norte e a auséncia de dados sobre a regidao Centro-Oeste. Como exemplo
de estudos anteriores que corroboram os resultados aqui apresentados, € possivel
citar o trabalho de Carvalho e colaboradores (2008), que, ao determinarem os
haplogrupos de 80 haplétipos africanos (regido HVI) de individuos oriundos de 5
comunidades quilombolas distribuidas nos Estados do Para, Maranhdo e Amapa
(Quadro 4), encontraram maior ocorréncia de L2a (25,00%) e L3e (22,50%) como
segundo mais frequente. Ja em outro estudo realizado com 307 individuos de 16
diferentes populacdes indigenas, pertencentes ao grupo linguistico Bantu, do
sudeste da Africa, dos 12 sub-haplogrupos de linhagens africanas encontrados em
306 individuos, o mais frequente foi também L2a (29,41%), seguido pelo L1a
(28,43%) (Salas et al., 2002).

O haplogrupo L2, provavelmente originario da Africa Ocidental, mas
atualmente encontra-se amplamente distribuido por todo continente africano (Salas
et al., 2002; Rosa e Brehm, 2011; Silva et al., 2015; Johnson et al., 2015), o que
torna dificil a caracterizagdo geografica de grupos populacionais que apontam este
haplogrupo como maior fragdo. Cinco linhagens caracterizam o haplogrupo L2, sdo
elas: L2a, L2b, L2c, L2d e L2e, das quais a mais comum é o L2a (Salas et al., 2002).
Em populagdes de ascendéncia africana nos Estados Unidos também ha maior
presencga do sub-haplogrupos L2a (23,13%), conforme relatado por Johnson (2015)
em estudo realizado com 343 amostras procedentes de 13 cidades do pais, das
quais 294 foram classificadas com como pertencentes ao macro-haplogrupo L
(Quadro 4). Tais dados concordam com os registros historicos a respeito do trafico

de escravos africanos para as Américas vindos principalmente da Africa Ocidental.
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Quadro 4 — Frequéncias dos sub-haplogrupos de linhagem africana observados nas popula¢des do presente estudo (Centro-Oeste, Norte

HG

LOa
LOd
L1a
L1b
L1c
L2a
L2b
L2c
L3

L3b
L3d
L3e
L3f
L3k
L4

e Nordeste do pais), Rio de Janeiro (Simao et al., 2018), Alagoas (Alves-Silva et al., 2008), Para, Maranhdo e Amapa

(Carvalho et al., 2008), grupos linguisticos Bantu do Sudeste da Africa (Salas et al., 2002), Angola (Beleza et al., 2005 e

Afroamericanos, EUA (Johnson et al., 2015)

Centro-Oeste

n=57 %
7 12,28
4 7,02
16 28,07
1 1,75
3 5,27
5 8,77
1 1,75
15 26,32
3 5,27
1 1,75
1 1,75

Norte

n=50

-
a 9

N W O© N W =2 NN

Legenda: HG — haplogrupo.
Nota: As populagdes do presente estudo (Centro-Oeste, Norte e Nordeste do Brasil) estdao preenchidas com a cor cinza; as demais populagdes utilizadas

Fonte: A autora, 2019.

%
12

wA
o N B~ Mg o

-
(=]

A~ O

Nordeste
n=44 %

2 4,55
12 27,27
7 15,91
2 4,55
1 2,27
3 6,82
2 4,55
9 20,45
5 11,36
1 2,27

RJ (Simao et
al., 2018)
=86 %
10 11,63
2 2,33
3 3,49
21 24,42
9 10,47
4 4,65
3 3,49
3 3,49
8 9,3
14 16,28
8 9,3
1 1,16

AL (Alves-Silva

et al., 2008)
n=73 %
2 2,74
4 5,48
19 26,03
12 16,44
5 6,85
3 4,11
2 2,74
20 27,4
6 8,22

PA, MA, AP
(Carvalho et al.,
2008)

n=280 %
2 2,50
10 12,50
8 10,00
20 25,00
1 1,25
3 3,77
2 2,50
4 5,00
5 6,25
18 22,50
2 2,50

Bantu, Sudeste
da Africa (Salas

et al., 2002)
n = 306 %
87 28,43
4 1,31
17 5,56
90 29,41
4 1,31
2 0,65
4 1,31
9 2,94
21 6,86
48 15,67
8 2,61

Angola, Africa
(Beleza et al.,

2005)
n=109 %
14 12,84
3 2,75
27 24,77
4,59
6,42
4,59
4,59
24 22,02
14 12,84

Africanos, EUA
(Johnson et al.,

2015)
n=294 %
35 11,9
30 10,2
68 23,13
66 59,93
2 0,68

para comparagao estdo preenchidas com a cor azul; em negrito, estdo destacadas os dois sub-haplogrupos de maior frequéncia em cada populagao.
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Ao estratificar as linhagens amerindias determinadas no presente estudo,
foram observados os sub-haplogrupos C1 (40,0%) e B4 (18,67%) na regido Centro
Oeste, C1 (38,14%) e B2 (14,43%) na regido Norte e C1 (51,28%) e A2 (38,46%) na
regido Nordeste (Quadro 5). Os quatro principais haplogrupos A, B, C e D séo
exclusivamente encontrados no continente Pan-americano (Tamm et al., 2007),
como fundadores destas respectivas linhagens (Tamm et al., 2007; Perego et al.,
2010). O sub-haplogrupos C1 foi o mais frequente nas trés regides estudadas no
presente trabalho, diferente do estudo de Simao e colaboradores (2018), que em
uma populacdo do Estado do Rio de Janeiro, encontraram o sub-haplogrupos A2
(30,19%) como o mais frequente seguido do sub-haplogrupos C1 com 26,42%. Em
Santa Catarina, no estudo de Palencia e colaboradores (2010) foi encontrada maior
frequéncia dos haplogrupos B e C (ambos com 8,75%). Ja, em um estudo com a
populacdo de Alagoas (Barbosa et al., 2008), foram observados os haplogrupos
principais A, B e C com proporgdes semelhantes (32,73%, 30, 91% e 29,10%,
respectivamente), sendo o menos frequente o haplogrupo D (7,27%). Na regiao
Norte, Feio dos Santos (2006), ao analisar individuos oriundos do Estado do Para,
verificou maior proporgéo dos haplogrupos A e C (30% cada), conforme mostrado no
Quadro 5. Contudo, nado foi possivel verificar as proporgdes dos sub-haplogrupos

nos estudos citados devido a auséncia de tais dados.
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Quadro 5 - Frequéncias dos haplogrupos e sub-haplogrupos de linhagem amerindia observados nas popula¢des do presente
estudo (Centro-Oeste, Norte e Nordeste do pais), Rio de Janeiro (Simao et al., 2018), Santa Catarina (Palencia et
al., 2010), Alagoas (Alves-Silva et al., 2008) e Para (Feio-Dos-Santos et al., 2006)

HG Centro-Oeste Norte Nordeste RJ (Simdo etal.,  SC (Palenciaet AL (Barbosa et ';'gr(ll::sioétD:f i
2018) al., 2010) al., 2008) 2000)
n=75 % n =97 % n =39 % n =86 % n=17 % n=55 % n=30 %
A - - - - - - - - - - 18 32,73 9 30,00
A2 15 20,00 20 20,62 15 38,46 16 30,19 - - - - - -
B - - - - - - - - 7 8,75 17 30,91 7 23,33
B2 8 10,67 14 14,43 1 2,56 8 15,09 - - - - - -
B4 14 18,67 12 12,37 2 5,13 12 22,64 - - - - - -
C - - 1 1,03 - - - - 7 8,75 16 29,10 9 30,00
c1 30 40,00 37 38,14 20 51,28 14 26,42 - - - - - -
D1 4 5,33 11 11,34 1 2,56 2 3,77 - - - - - -
D - - - - - - - - - - 4 7,27 5 16,67
D4 4 5,33 2 2,07 - - 1 1,89 - - - - - -

Fonte: A autora, 2019.
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As andlises das distadncias genéticas (Fsr) por pares de populagbes
analisadas no estudo atual, apresentadas na Tabela 9, incluiram comparagcées com
as populagdes de outros estudos nos Estados do Espirito Santo (Sanches et al.,
2014), Rio de Janeiro (Siméo et al., 2018), Sao Paulo (Prieto et al., 2011) e Santa
Catarina (Palencia et al., 2010). Os resultados obtidos mostraram que, com relagao
ao teste de ndo diferenciacdo, as populagdes comparadas no presente estudo
apresentaram pouco distanciamento entre si, tendo em vista que todos os valores de
Fst estdo abaixo de 0,05, deixando evidente que, apesar de intensos cruzamentos
interétnicos, estes conservaram suas caracteristicas genéticas ancestrais ao longo
das geragdes. Ao comparar os valores de p das regides estudadas com as demais
populacgdes selecionadas dos outros estudos, ha diferenca significativa na maioria
das comparagdes, o que pode ser explicado pela histéria da formacao da nossa
populagdo, visto que os processos de povoamento tiveram diferentes aspectos e
influéncias em determinadas regides no pais. Entretanto, ndo foram observadas
diferencgas significativas nas comparacgdes entre a regido Norte e a regidao Nordeste
e da regiao Norte com Centro Oeste. Da mesma forma, nas comparagdes com 0s
Estados das demais regides do pais, ndo houve diferenga significativa entre a regiao
Centro Oeste e o Estado do Espirito Santos. Por fim, também n&o foram
evidenciadas diferengas significativas entre os Estados analisados da regiédo
Sudeste.

Os resultados do escalonamento multidimensional (MDS) mostraram dados
esperados ao analisarmos o maior componente étnico de cada grupo populacional
analisado, sendo novamente corroborados pelos antecedentes historicos referentes
as influéncias recebidas no periodo da colonizacdo do Brasil. A separagdo das
populagdes agrupadas do Sudeste (RJ, SP e ES), de Santa Catarina e das
populagdes aqui estudadas das regides Cento Oeste, Norte e Nordeste, foi
nitidamente caracterizada no Grafico 6, fazendo jus a cada ascendéncia ancestral
majoritaria em cada umas das referidas populacdes comparadas.

Os dados genéticos gerados em diversos estudos, ndo somente nos
resultantes do estudo aqui apresentado, permitem compreender de forma mais
ampla todo processo de formacédo da populacédo brasileira em conjunto com os
registros historicos desde a época do descobrimento. As diferentes caracteristicas
herdadas, devido a influéncia de outros povos durante o periodo colonial, sao

resultantes de interacdes, em diferentes contextos, dos europeus com os nativos
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indigenas e, posteriormente, com os africanos, nas cinco regides geopoliticas do
Brasil. Inicialmente, os colonizadores europeus (principalmente portugueses e
espanhais), que com o passar do tempo se tornaram imigrantes, foram responsaveis
por iniciar o processo de miscigenacao através dos cruzamentos com mulheres
indigenas, em um primeiro momento e, em seguida, com mulheres africanas, cujos
resultados estao presentes no perfil de ancestralidade do nosso pais.

Nao obstante os resultados do presente estudo possam contribuir para a
ampliacdo dos dados da populagao brasileira de forma global, com informacgdes
geradas a partir de populagdes para as quais nao havia estudos, ou havia escassez
de dados relativos as linhas mitocondriais, permanece a importancia da realizagao
de novas analises com vistas a agregar maior robustez aos bancos de dados e

aprofundar nosso conhecimento acerca da constituicdo genética brasileira.
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CONCLUSAO

a)

Foram encontrados 149 haplétipos diferentes na regidao Centro Oeste, 141 na
regidao Norte e 93 na regido Nordeste num total de 159, 154 e 100 haplotipos
de cada regido, respectivamente. Uma alta diversidade haplotipica foi
observada nas trés regides estudadas (Centro Oeste: 0,9990 +/- 0,0009;
Norte: 0,9985 +/- 0,0010 e; Nordeste: 0,9984 +/- 0,0018).

As proporgdes relativas das linhagens maternas com base na determinagao
dos haplogrupos foi de 62,99% de amerindios, 32,47% de africanos e 4,54%
de europeus na regiao Norte; 47,17% de amerindios, 32,85% de africanos e
16,98% de europeus na regidao Centro Oeste e; 39% de amerindios, 44% de
africanos e 17% de europeus na regido Nordeste. Estes dados estédo
alinhados com o contexto historico da colonizagao do Brasil e de como se deu

0 processo de povoamento ao longo de cinco séculos passados;

Distancias genéticas significativas ndo foram observadas entre as populagdes
das regides Centro-Oeste, Norte e Nordeste, bem como com as populagdes
da regidao Sudeste. A populagdo de Santa Catarina apresentou moderada
diferenciagdo genética apenas na comparagao com a regiao Nordeste
analisada no presente estudo, em consonancia com as influéncias migratorias
de europeus que marcaram mais acentuadamente a regido Sul do pais na

eépoca da colonizagao;

Uma base de dados de 383 hapldtipos foi construida para as regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste do Brasil, para fins de identificacdo de efetivos
militares das For¢cas Armadas, a qual podera contribuir para a expansao de
dados ja existentes das linhagens mitocondriais de povos da América do Sul.

Foi construida a primeira base de dados de linhagens mitocondriais da regido

Centro-Oeste do Brasil.
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f) Foi desenvolvida metodologia para sequenciamento da regido controle completa
do DNAmt por PCR direta a partir de amostras armazenadas em matriz de papel de

filtro tratada.



91

REFERENCIAS

ALVES-SILVA, J. et al. The Ancestry of Brazilian mtDNA Lineages. American
Journal of Human Genetics, v. 67, p. 444—-461, 2000.

ANDERSON, S. et al. Sequence and organization of the human mitochondrial
genome. Nature, v. 290, n. 5806, p. 457465, 1981.

ANDREW, T. et al. A twin study of mitochondrial DNA polymorphisms shows that
Heteroplasmy at multiple sites is associated with mtDNA variant 16093 but not with
Zygosity. PLoS ONE, v. 6, n. 8, p. €22332, 2011.

ANDREWS, R. M. Reanalysis and revision of the Cambridge reference sequence for
human mitochondrial DNA. Nature Genetics, v. 23, p. 147, 1999.

BAILEY, L. J.; DOHERTY, A. J. Mitochondrial DNA replication: a PrimPol
perspective. Biochemical Society Transactions, v. 45, n. 2, p. 513-529, 2017.

BALLANTYNE, K. N. et al. MtDNA SNP multiplexes for efficient inference of
matrilineal genetic ancestry within Oceania. Forensic Science International:
Genetics, v. 6, n. 4, p. 425-436, 2012.

BALLARD, D. Forensic DNA Typing Protocols. In: Forensic DNA Typing Protocols,
Methods in Molecular Biology. [s.l: s.n.]. v. 1420, p. 143-155, 2016.

BANDELT, H. J.; VAN OVEN, M.; SALAS, A. Haplogrouping mitochondrial DNA
sequences in Legal Medicine/Forensic Genetics. International Journal of Legal
Medicine, v. 126, n. 6, p. 901-916, 2012.

BARBOSA, A. B. G. et al. Mitochondrial DNA Control Region Polymorphism in the
Population of Alagoas State, North-Eastern Brazil. Journal of Forensic Sciences, v.
53, n. 1, p. 142-146, 2008.

BAUM, B. D.; AVE, L. Reading a Phylogenetic Tree : The Meaning of Monophyletic
Groups What an Evolutionary Tree Represents. Nature education, v. 1(1), n. 190, p.
1-7, 2008.

BELEZA, S. et al. The genetic legacy of western Bantu migrations. Human
Genetics, v. 117, p. 366-375, 2005.

BENDALL, K. E.; SYKES, B. C. Length Heteroplasmy in the First Hypervariable
Segment of the Human mtDNA Control Region. American Journal of Human
Genetics, v. 57, p. 248-256, 1995.

BERGER, C. et al. Evaluating sequence-derived mtDNA length heteroplasmy by
amplicon size Analysis. Forensic Science International: Genetics, v. 5, p. 142—
145, 2011.



92

BERNARDO, S. et al. MtDNA ancestry of Rio de Janeiro population, Brazil.
Molecular Biology Reports, v. 41, n. 4, p. 1945-1950, 2014.

BHATTI, S. et al. Problems in Mitochondrial DNA forensics: while interpreting length
heteroplasmy conundrum of various Sindhi and Baluchi ethnic groups of Pakistan.
Mitochondrial DNA Part A: DNA Mapping, Sequencing, and Analysis, v. 29, n. 4,
p. 501-510, 2017.

BODNER, M. et al. Rapid coastal spread of First Americans: Novel insights from
South America’s Southern Cone mitochondrial genomes. Genome Research, v. 22,
p. 811-820, 2012.

BOTELHO, T. R. Histéria da populacao brasileira: balangos e perspectivas.
Cadernos de Histoéria, v.6, n. 7, p. 30—48, 2001.

BOXER, C. R. O império colonial portugués (1415-1825), traducéao: Inés Silva Duarte
— Sao Paulo: Edigdes 70, 19609.

BRANDSTATTER, et al. Mitochondrial DNA control region sequences from Nairobi
(Kenya): inferring phylogenetic parameters for the establishment of a forensic
database. International Journal of Legal Medicine, v. 118, p. 294-306, 2004.

BRANDINI, S. et al. The Paleo-Indian Entry into South America According to
Mitogenomes. Molecular Biology and Evolution, v. 35, n. 2, p. 299-311, 2018.

BROWN, W. M.; SHINE, J.; GOODMAN, H. M. Human mitochondrial DNA: Analysis
of 7S DNA from the origin of replication. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, v. 75, n. 2, p. 735-739, 1978.

BUTLER, J. M. Forensic DNA Typing. 2. ed. EUA: Academic Press, 2005.

CAMPBELL, M. C.; TISHKOFF, S. A. African genetic diversity: implications for
human demographic history, modern human origins, and complex disease mapping.
Annual Review of Genomics and Human Genetics, v. 9, p. 403—-433, 2008.

CAMPBELL, M. C. et al. The peopling of the African continent and the diaspora into
the new world. Current Opinion in Genetics & Development, v. 29, p. 120-132,
2014.

CANN, R. L.; STONEKING, M.; WILSON, A. C. Mitochondrial DNA and human
evolution. Nature, v. 325, p. 31-36, 1987.

CARDENA, M. M. S. G. et al. Assessment of the Relationship between Self-Declared
Ethnicity, Mitochondrial Haplogroups and Genomic Ancestry in Brazilian Individuals.
PLoS ONE, v. 8, n. 4, p. €62005, 2013.

CARVALHO, B. M. et al. Mitochondrial DNA mapping of social-biological interactions
in Brazilian Amazonian African-descendant populations. Genetics and Molecular
Biology, v. 31, n. 1, p. 12-22, 2008.

CHINNERY, P. F.; HUDSON, G. Mitochondrial genetics. British Medical Bulletin, v.
106, n. 1, p. 135-159, 2013.



93

CHUNG-I LEE, J. et al. Investigation into length heteroplasmy in the mitochondrial
DNA control region after treatment with bisulfite. Journal of the Formosan Medical
Association, v. 115, p. 284-287, 2016.

COBLE, M. D. et al. Mystery solved: The identification of the two missing Romanov
children using DNA analysis. PLoS ONE, v. 4, n. 3, p. 1-9, 2009.

CORNISH-BOWDEN, A. Nomenclature for incompletely specified bases in nucleic
acid sequences: recommendations 1984. Nucleic Acid Research, v. 13, n. 9, p.
3021-3030, 1985.

DIMAURO, S.; SCHON, E. A. Mitochondrial DNA mutations in human disease -
American Journal of Medical Genetics - Wiley Online Library. American journal of
medical genetics, v. 26, p. 18-26, 2001.

ELLEGREN, H. Microsatellites: simple sequences with complex evolution. Nature
Reviews Genetics, v. 5, p. 435445, 2004.

EXCOFFIER, L.; LAVAL G.; SCHNEIDER, S. Arlequin ver. 3.0: an integrated
software package for population genetics data analysis. Evolutionary
Bioinformatics Online, v. 1, n. :47-50, 2005.

EXCOFFIER, L.; LISCHER, H. E. Arlequin suite ver 3.5: a new series of programs to
perform population genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology
Resources, v. 10, n. 3, p. 564-567, 2010.

FALKENBERG, M. Mitochondrial DNA replication in mammalian cells: overview of
the pathway. Essays in Biochemistry, v. 62, p. 287-296, 2018.

FAN, L., YAO Y-G. MitoTool: A web server for the analysis and retrieval of human
mitochondrial DNA sequence variations. Mitochondrion, v. 11, p. 351-356, 2011.

FEIO-DOS-SANTOS, A. C. et al. Nucleotide variability of HV-1 in admixed population
of the Brazilian Amazon Region. Forensic Science International, v. 164, p. 276—
277, 2006.

FORSTER, L. et al. Evaluating length heteroplasmy in the human mitochondrial DNA
control region. International Journal of Legal Medicine, v. 124, n. 2, p. 133142,
2010.

FRANCEZ, P. A. C.; RIBEIRO-RODRIGUES, E. M.; SANTOS, S. E. B. Allelic
frequencies and statistical data obtained from 48 AIM INDEL loci in an admixed
population from the Brazilian Amazon. Forensic Science International: Genetics,
v. 6, p. 132-135, 2012.

FREGEL, R.; DELGADO, S. HaploSearch: A tool for haplotype-sequence two-way
transformation. Mitochondrion, v. 11, n. 2, p. 366-367, 2011.

FUNDACAO NACIONAL DO iNDIO — FUNAI. indios no Brasil, Quem s&o. Disponivel
em: <http://www.funai.gov.br/index.php/indios-no-brasil/quem-sao>. Acesso em: 28
dez. 2018.



94

GILES, R. E. et al. Maternal inheritance of human mitochondrial DNA. Proceedings
of the National Academy of Sciences, v. 77, n. 11, p. 6715-6719, 1980.

GILL, P. et al. Identification of the remains of the Romanov family by DNA analysis.
Nature Genetics, v. 6, p. 130-135, 1994.

GOMEZ, F. et al. Genetic Variation and Adaptation in Africa : implications for human
evolution and disease. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, v. 7, n. 6, p.
1-21, 2014.

GREEN, R. E. et al. A Draft Sequence of the Neandertal Genome - Supporting
Information. Science, v. 328, n. 5979, p. 710-722, 2010.

GROUCUTT, H. S. et al. Rethinking the dispersal of Homo sapiens out of Africa.
Evolutionary Anthropology, v. 24, n. 4, p. 149-164, 2015.

HOLLAND, M. M. et al. MPS analysis of the mtDNA hypervariable regions on the
MiSeq with improved enrichment. International Journal of Legal Medicine, v. 131,
n. 4, p. 919-931, 2017.

HOMBURGUER, J. R. et al. Genomic Insights into the Ancestry and Demographic
History of South America. PLoS Genetics, v. 11, n. 12, p. 1-26, 2015.

HUBER, N.; PARSON, W.; DUR, A. Next generation database search algorithm for
forensic mitogenome analyses. Forensic Science International: Genetics, v. 37, n.
August, p. 204-214, 2018.

INGMAN, M.; GYLLENSTEN, U. mtDB: Human Mitochondrial Genome Database, a
resource for population genetics and medical sciences. Nucleic Acid Research, v.
34, Database issue, p. D749-D751, 2006.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA — IBGE (Brasil). Brasil:
500 anos de povoamento. Centro de Documentacao e Disseminagao de
Informagoes.Rio de Janeiro, 2007. 232 f.

IRWIN, J. A. et al. Investigation of heteroplasmy in the human mitochondrial DNA
control region: A synthesis of observations from more than 5000 global population
samples. Journal of Molecular Evolution, v. 68, n. 5, p. 516-527, 20009.

IVANQV, P. L. Mitochondrial DNA sequence heteroplasmy in the Grand Duke of
Russia Georgij Romanov establishes the autenticity of the remains of Tsar Nicholas
Il. Nature Genetics, v. 12, p. 417—-420, 1996.

JEMT, E. et al. Regulation of DNA replication at the end of the mitochondrial D-loop
involves the helicase TWINKLE and a conserved sequence element. Nucleic Acids
Research, v. 43, n. 19, p. 9262-9275, 2015.

JOHNSON, D. C. et al. Mitochondrial DNA diversity in the African American
population. Mitochondrial DNA, v. 26, n. 3, p. 445-451, 2015.



95

JUST, R. S;; IRWIN, J. A.; PARSON, W. Mitochondrial DNA heteroplasmy in the
emerging field of massively parallel sequencing. Forensic Science International:
Genetics, v. 18, p. 131-139, 2015.

KASASHIMA, K.; NAGAO, Y.; ENDO, H. Dynamic regulation of mitochondrial
genome maintenance in germ cells. Reproductive Medicine and Biology, v. 13, n.
1, p. 11-20, 2014.

KLOSS-BRANDSTATTER, A. et al. HaploGrep: A Fast and Reliable Algorithm for
Automatic Classification of Mitochondrial DNA Haplogroups. Human Mutation, v. 32,
n. 1, p. 25-32, 2011.

KOGELNIK, A. M. et al. MITOMAP: a human mitochondrial genome database.
Nucleic Acid Research, v. 24, n. 1, p. 177-179, 1996.

KORNIENKO, I. V. et al. [The evaluation of stability of blood stains immobilized on
the FHA cards during their prolonged storage], Sudebno-meditsinskaia ekspertiza,
v. 57, p. 28-30, 2014.

LEWIN, B. Genes IX, tradugao: Andréa Queiroz Maranh&o et al. 9. ed, Porto Alegre:
Artmed, 2009.

LIANG, M.; NIELSEN, R. Q&A: Who is H. sapiens really, and how do we know? BMC
Biology, v. 9, n. 20, p. 1-4, 2011.

LINS, T. C. et al. Genetic Composition of Brazilian Population Samples Based on a
Set of Twenty Eight Ancestry Informative SNPs. American Journal Of Human
Biology, v. 22, p. 187-192, 2010.

LOCKARD, C. A. Societies, Networks, and Transitions Volume I: To 1500: A Global
History, 3. ed., Cengage Learning, 2014.

MARRERO, A. R. et al. Pre- and post-Columbian gene and cultural continuity: The
case of the Gaucho from southern Brazil. Human Heredity, v. 64, n. 3, p. 160-171,
2007.

MELTON, T. Mitochondrial DNA heteroplasmy. Forensic Science Review, v. 6, n. 1,
p. 1-20, 2004.

MENDES-JUNIOR, C. T.; SIMOES, A. L. Mitochondrial DNA Variability among Six
South American Amerindian Villages from the Pano Linguistic Group. Human
Biology, v. 86, n. 2, p. 93-104, 2014.

MIKKELSEN, M. et al. Massively parallel pyrosequencing of the mitochondrial
genome with the 454 methodology in forensic genetics. Forensic Science
International: Genetics, v. 12, p. 30-37, 2014.

NAUE, J. et al. Evidence for frequent and tissue-specific sequence heteroplasmy in
human mitochondrial DNA. Mitochondrion, v. 20, n. 1, p. 82-94, 2015.

NICHOLLS, T. J.; MINCZUK, M. In D-loop: 40 years of mitochondrial 7S DNA.
Experimental Gerontology, v. 56, p. 175-181, 2014.



96

NOGUEIRA, T. L. S. Estratégia do armazenamento de material genético (DNA) de
militares do exército brasileiro. 2009. 46 f. Trabalho de Concluséo de Curso
(Especializagdao em Conhecimentos Militares) - Escola de Aperfeicoamento de
Oficiais, Diretoria de Educagéo Superior Militar, Exército Brasileiro, Rio de Janeiro,
2009.

OLIVO, P. D. et al. Nucleotide sequence evidence for rapid genotipc shiffts in the
bovine mitochondrial DNA D-loop. Nature, v. 306, p. 400402, 1983.

O'ROURKE, D. H.; RAFF, J. A. The human genetic history of the americas: review
the final frontier. Current Biology, v. 20, n. 4, p. R202—-R207, 2010.

PALENCIA, L. et al. Mitochondrial DNA diversity in a population from Santa Catarina
(Brazil): Predominance of the European input. International Journal of Legal
Medicine, v. 124, n. 4, p. 331-336, 2010.

PARSON, W. et al. Population data for 101 Austrian Caucasian mitochondrial DNA
d-loop sequences: Application of mtDNA sequence analysis to a forensic case.
International Journal of Legal Medicine, v. 111, p. 124-132, 1998.

PARSON, W.: DUR, A. EMPOP-A forensic mtDNA database. Forensic Science
International: Genetics, v. 1, n. 2, p. 88-92, 2007.

PARSON, W. et al. DNA Commission of the International Society for Forensic
Genetics: Revised and extended guidelines for mitochondrial DNA typing. Forensic
Science International: Genetics, v. 13, p. 134-142, 2014.

PENA, S. D. J. et al. The Genomic Ancestry of Individuals from Different
Geographical Regions of Brazil Is More Uniform Than Expected. PLoS ONE, v. 6, n.
2, p. e17063, 2011.

PEREGO, U. A. et al. The initial peopling of the Americas: A growing number of
founding mitochondrial genomes from Beringia. Genome Research, v. 20, p. 1174—
1179, 2010.

PRIETO, L. et al. The GHEP-EMPOP collaboration on mtDNA population data - A
new resource for forensic casework. Forensic Science International: Genetics, v.
5,n. 2, p. 146-151, 2011.

RAMALLO, V. et al. Demographic Expansions in South America: Enlightening a
Complex Scenario With Genetic and Linguistic Data. American Journal Of Physical
Anthropology, v. 150, n. 3, p. 453—-463, 2013.

RAMOS, A. et al. Frequency and Pattern of Heteroplasmy in the Complete Human
Mitochondrial Genome. PLoS ONE, v. 8, n. 10, p. 19-21, 2013.

RITO, T. et al. The first modern human dispersals across Africa. PLoS ONE, v. 8, n.
11, p. 1-16, 2013.

ROSA, A.; BREHM, A. African human mtDNA phylogeography at-a-glance. Journal
of Anthropological Sciences, v. 89, p. 25-58, 2011.



97

SALAS, A. et al. The Making of the African mtDNA Landscape. American Journal of
Human Genetics, v. 71, p. 1082-1111, 2002.

SALAS, A. et al. The African Diaspora: Mitochondrial DNA and the Atlantic Slave
Trade. American Journal of Human Genetics, v. 74, p. 454—465, 2004.

SALAS, A. et al. Phylogeographic investigations: The role of trees in forensic
genetics. Forensic Science International, v. 168, n. 1, p. 1-13, 2007.

SALLES, V. O negro no Para: sob o regime da escravidéo. 1. ed: Rio de Janeiro:
Fundacao Getulio Vargas, Universidade Federal do Para, 1971.

SANCHES, N. M. et al. Mitochondrial DNA control region diversity in a population
from Espirito Santo state, Brazil. Molecular Biology Reports, v. 41, p. 6645-6648,
2014.

SCHAAN, A. P. et al., mtDNA structure: the women who formed the Brazilian
Northeast. BMC Evolutionary Biology, v. 17, n. 185, p. 1-12, 2017.

SCHWARTZ, S. B. Segredos internos: engenhos e escravos na sociedade colonial,
15650-1835, traducao: Laura Teixeira Motta — Sdo Paulo: Companhia das Letras,
1988.

SCIENTIFIC WORKING GROUP ON DNA ANALYSIS METHODS, Interpretation
Guidelines for Mitochondrial DNA Analysis by Forensic DNA Testing Laboratories, p.
1-23, 2013.

SILVA, M. et al. 60,000 years of interactions between Central and Eastern Africa
documented by major African mitochondrial haplogroup L2. Scientific Reports, v. 5,
n. 1256, p. 1-13, 2015.

SILVA JR., W. A. et al. Mitochondrial genome diversity of native americans supports
a single early entry of founder populations into America. American Journal of
Human Genetics, v. 71, p. 187-192, 2002.

SIMAO, F. et al. Defining mtDNA origins and population stratification in Rio de
Janeiro. Forensic Science International: Genetics, v. 34, p. 97-104, 2018.

SIMONTI, C. N. et al. The phenotypic legacy of admixture between modern humans
and Neandertals. Science, v. 351, n. 6274, p. 737-741, 2016.

STANGEGAARD, M. et al. Repeated extraction of DNA from FTA cards. Forensic
Science International: Genetics Supplement Series, v. 3, p. €345-e346, 2011.

STEWART, J. B.; CHINNERY, P. F. The dynamics of mitochondrial DNA
heteroplasmy: Implications for human health and disease. Nature Reviews
Genetics, v. 16, n. 9, p. 530-542, 2015.

SUN, X.; ST. JOHN, J. C. The role of the mtDNA set point in differentiation,
development and tumorigenesis. Biochemical Journal, v. 473, n. 19, p. 2955-2971,
2016.



98

SUTOVSKY, P. Ubiquitin-Dependent Proteolysis in Mammalian Spermatogenesis,
Fertilization, and Sperm Quality Control: Killing Three Birds With One Stone.
Microscopy Research and Technique, v. 61; p. 88-102, 2003.

TAANMAN, J.; STREET, R. H.; NW, L. The mitochondrial genome: structure,
transcription, translation and replication. Biochimica et Biophysica Acta, v. 1410, p.
103-123, 1999.

TAMM, E. et al. Beringian Standstill and Spread of Native American Founders. PLoS
ONE, v. 2, n. 9, p. €829, 2007.

TAYLOR, R. W.; TURNBULL, D. M. Mitochondrial DNA mutations in human disease.
Nature Reviews Genetics, v. 6, p. 389-402, 2005.

TORRONI, A. et al. Asian affinities and continental radiation of the four founding
Native American mtDNAs. American journal of human genetics, v. 53, n. 3, p.
563-90, 1993.

TORRONI, A. et al. Harvesting the fruit of the human mtDNA tree. Trends in
Genetics, v. 22, n. 6, p. 339-345, 2006.

UPHOLT, W. B; DAWID, I. B. Mapping of Mitochondrial DNA of Individual Sheep and
Goats: Rapid Evolution in the D Loop Region. Cell, v. 11, p. 571-583, 1977.

VAN OVEN, M.; KAYSER, M. Updated comprehensive phylogenetic tree of global
human mitochondrial DNA variation. Human mutation, v. 30, n. 2, p. 386-394, 2008.

VAN OVEN, M. PhyloTree Build 17: Growing the human mitochondrial DNA tree.
Forensic Science International: Genetics Supplement Series, v. 5, p. €392-e394,
2015.

VEERAMAH, K. R.; HAMMER, M. F. The impact of whole-genome sequencing on
the reconstruction of human population history. Nature Reviews Genetics, v. 15, n.
3, p. 149-162, 2014.

VERISSIMO, J. As populacdes indigenas e mesticas da Amazonia. Revista
Trimensal do Instituto Historico e Geographico Brazileiro, Tomo L, Parte
Primeira, p. 295-390, 1887.

VIGILANT, L. et al. African populations and the evolution of human mitochondrial
DNA. Science, v. 253, 1503-1507, 1991.

VON WURMB-SCHWARK, N. et al. The impact of DNA contamination of bone
samples in forensic case analysis and anthropological research. Legal Medicine, v.
10, n. 3, p. 125-130, 2008.

WAL, T.; TEOLI, D.; SHOUBRIDGE, E. A. The mitochondrial DNA genetic bottleneck
results from replication of a subpopulation of genomes. Nature Genetics, v. 40, n.
12, p. 1484-1488, 2008.



99

WALSH, P. S.; METZGER, D. A.; HIGUCHI, R. Chelex 100 as a medium for simple
extraction DNA for PCR-based typing from forensic material. BioTechniques, v. 10,
n. 4, p. 506-513, 1991.

WILSON, I. J. et al. Mitochondrial DNA sequence characteristics modulate the size of
the genetic bottleneck. Human Molecular Genetics, v. 25, n. 5, p. 1031-1041,
2016.

WURMB-SCHWARK, N. et al. The impact of DNA contamination of bone samples in
forensic case analysis and anthropological research. Legal Medicne, v. 10, p. 125-
130, 2008.

YUSOFF, A. A. M. et al. Understanding Mitochondrial DNA in Brain Tumorigenesis.
Molecular Considerations and Evolving Surgical Management Issues in the
Treatment of Patients with a Brain Tumor, p. 3-28, 2015.



100

APENDICE A_ Regio controle do DNAmt

Os resultados da metodologia de amplificagdo da regidao controle do DNAmt
por PCR direta, especialmente desenvolvida para amostras de sangue em papel de
filtro armazenadas no Repositorio de Amostras do Exército Brasileiro, utilizadas no
presente trabalho, foram divulgados sob a forma de pébster no congresso
internacional 26th Congress of the International Society for Forensic Genetics, em
setembro de 2015, na cidade da Cracdvia, Poldnia e, posteriormente, publicados em
formato de artigo na revista Forensic Science International: Genetics Supplement
Serie, com o titulo “Mitochondrial DNA direct PCR sequencing of blood FTA paper”
(APENDICE B).

No ano de 2016, os resultados obtidos no Estado do Mato Grosso do Sul
foram apresentados como péster no XVI Congresso Latinoamericano de Genética,
da Associagao Latinoamericana de Genética (ALAG), na cidade de Montevidéu,
Uruguai.

Em setembro de 2016, os resultados preliminares obtidos do sequenciamento
da regido controle do DNAmt de individuos nascidos no Centro-Oeste do Brasil
foram divulgados na forma de poster no 27 International Symposium on Human
Identification — ISHI, na cidade de Minneapolis, Minnesota — EUA. Em outubro de
2017, os dados gerados a partir de individuos provenientes da regido Nordeste do
Brasil foram apresentados também na forma de poster no 28% International
Symposium on Human Identification — ISHI), na cidade de Seattle, Washington —
EUA.

Por fim, os resultados obtidos com a analise da regiao controle do DNAmt de
individuos nascidos na regido Norte do Brasil foram apresentados no 27th Congress
of the International Society for Forensic Genetics, em setembro de 2017, na cidade
de Seul, na Coreia do Sul e, publicados na revista Forensic Science International:
Genetics Supplement Series, com o titulo “MTDNA control region analysis of North
Brazilian population” (APENDICE C).

Todas as sequéncias geradas neste estudo estdo sob revisdo para submissao
a base de dados de DNAmt EMPOP e posterior submissao a revista Forensic

Science International: Genetics.
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APENDICE B - Mitochondrial DNA direct PCR sequencing of bood FTA paper
(artigo publicado)
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Mitochondrial DNA direct PCR sequencing of blood FTA paper
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article hisiory:
Availahle online 9 October 2015

Thee ia e of direct POR et hids had been highly explored in brensics mainly dise to redisosd costs and sk
thee redisced Gme spent on the analysis In addivion, as the ke of washed FTA paper does mod al low the
quantification of DNA, the consequent increasing of PCR sensitivity makes this methodaogy more

Sdvantagenis fuan e oomventional exiraction mellsods. In Chis stsdy, we seccessfully sequenced the

Keywords: mitochandrial DNA control regon from blosd FTA samples with the elimination of te exiraction sep.
:ﬂ":;'ﬂ” The samples varied from one o eight years of siorage and were xssembled according o Anderson’s
Caniral regian rejeren oo sequence. The direct sequencing from drisd bleod FTA samples could be appropriste jor the
FTA 'F-‘-'P.‘I:SI analysis of a large number of samples in a short dme period, redocing e bands on ime and also the
Dried blood spat meanipielation s

£ A5 EBevier Ineland Lid. All rghts reserved.
1. Introduction punched out and submitted to a washing step with 198 pL of

Inthe last years many studies have focused ontheoptimization
of methods for sample collection, storage, and sequencing as a
whaole [1]. The direct PCR amplification could be a powerful
alternative to analyze a large number of samples, especially in
reference laboratories |2.3]. This process is gaining more and more
attention within the forensic community not only by the reduced
costs since some steps such as extraction, purification and
quantification of DMA can be eliminated, but also by preventing
the action of degrading agents during these steps. The commaon
miOMA sequencing process indudes several steps such as the DMNA
extraction and purification, the amplification and purification of
amplified products, the sequencing reaction, and the final
purification of the sequenced producs. In this study we
substtuted the edtraction step in order to reduce the hands on
time and also the manipulation bias by a 30 min washing of FTA
blood spots 23]

2. Materials and methodology
Dried blood spotof military personnel from the Brazilian Army

were selected to this study. The blood samples were collected in
FTA™ paper Classic Card (Whatman ). Two circles of 1.2 mm were

* Comesponding author
E-mail address: daysea sivafhotmailoom (DA Sihall

hittpe: [ d o omgf 10010786 figes 2071508 241
18751768 f= 2015 Eloewier Ireland ld. All rghts nessrved.

purification solution (1M Tris-HCl pH 8.0, 0.5M EDTA pHES,
Triton ¥ 100 and ddHz0) and Zpl of proteinase K fungal
(=20U{mg), followed by 30min of incubation at 55°C. The PCR
amplification were performed with the QUAGEN™ Multiplex PCR
Kit, according to the manufacturer instructions. The oligonucleo-
tdes L1579 (5-AATGCGGCCTGTCCTTGTAGT-¥) and H727
(5-ACCCTCAACT CACTCGAACG-3') were used to amplify all the
control region generating a fragment with 1417 base pairs [4]. The
cycling stepwere carried out on the Veriti™ 96 Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems, Foster City, CA) under the following
conditions: initial denaturation at 95°C for 15 min, followed by
35 cydes at 94 = C for 30 =, 60 C for 905,72 °C for 60 =, and extension
fimal at 72°C for 10min. The amplified producs were purified
wsing 2wl of the ExoSAP ZIT™ kit (USE Corporation). The
sequencing was performed using the BigDye Terminator w3 1Cycle
Sequendng Kit with the =ame primers setofthe PCR reaction. The
unincorporated dye terminators were removed using the DyeEx
20 Spin Kit {Qiagen) according to the manufacturer's instructon.
Capillary electrophoresis was carried out on the ABI 3500 Cenetic
Analyzer and the data was analyzed using the DMA Sequencing
Analysis sofbware v5.2 (Applied Biosystemns, Foster City, CAL

3. Results and condusions

All analyzed samples generated satisfactory results for bath the
detection of PCR products (Fig. 1) and also in the resolution of
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Fig 2 Partial slsctropherogram of 2 samiple fromidried blood spot sucoss sfully ssquencsd and analyzed by Ssquendng Analysis vi4, with the HW region region highlighted
betwesn 113 and 254 hase pairs. The boxes mark eleven polymaorphismes, two of whom are out of HW region

peaks detected by capillary electropho resis { Fig. 2). Several studies
have been meported on different types of samples analyzed by
direct amplification methods, such as buccal swahs, hairs, different
animal tissues, and also forensic casework samples, suggesting
that variations in the amount of PCR products were dependent on
the samples guality [1.2.5], such as is the case here. Additionally,
wiedid not find previous reports that have been used washed blood
spots for direct mtDMA sequencing, in except for DMA extraction
using commercial kits with silica membrane |6].

4. Conclusions

We hawve shown that the direct mtDMA sequencing technigue
can be optimized to a rapid, low-cost, and efficent method
bypassing the extracton and purificaton steps. Samples were
successfully processed generating satisfactory and repmoducible
results, which makes this methodology applicable for large-scale
analyses, recuding the hands on time and also the manipulation
hias.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Epword: South AmeTica’s demaographic complexity has been histor @lly influenesd by population interactions such as the

M A sagueseing. Ewropean migration and Afri@n slavery trade, hesides Native Ameticans groups reviomsly settlsd in the ter

Dm-“'::dn ritnry. In Brag] mbnimtion occurrsd alongside diffsrent historical svents at the beginming of the 16th century
reginn

which intenss=ly contributed to the genstic admixtime. This study targets to enlarge an the databases with ma
trilineal linczges of Braziian populations. 'We amalyzed the mtDNA contral region of Wood sposs from 116
individuaks helonging to the North region ofthe cmtry. ATl samples wene proosss &d by direct ampl ification and
sequenasd with fluarescent dye terminaziors kit by capillary eledrophoresis. The haplogroups wens asigned
using the EMPOPF anline platiorm. Onur data revealsd higher rates for the Native American ancestry (57.8%],
fallowed by Afrien (36 2%) and Fumopean {6.0%) proportions. Considering the lack of mitochondrial lnesges
date further studies should be @onducted I onder to fully slucidate anthropological and population genetic

Brazlias populEien

pattern agos the coumtry.

1. Introduction

Polymorphic sites in the noncoding megion of the mitochondrial
DA are we il for heman population genetic studies 2 well a3 forensic
imeatigation. Data conceming the maternal lineages from Brazilian
populations are scarce and most of them have been genemted just for
hypervariable I and I regions (HVT and HVITL In this stedy, we have
analyred the miDNA contmd regon of 116 unmelared individuals bom
in North region of Brazxil, which includes dx o of sven States {Acre,
Amamonag, Amapd, Pard, Roraima, and Tocanting).

2, Material and met bhods

The samples analyzed in this swdy are fom military personmel
stored a1 the Braxilian Army Repository of Samples. Informed congents
were obtained fom all volumesrs Whatman FTA blood stain cands
were processed by direct amplification of 1417 base pais fagments
which wem generated by Nanking with the oligonudestides L15879
{5 -AA TEREOCTCTOCTT GTAGT -37) amd H7ZT (3-AGEGT
GAACTCACTEGAACG3) cormsponding 1o the all miDNA contml] re
gion [34]. The extension products were carred out in ABL 3500 Ge
netic Analyzer {Applied Biogystems) with the BigDye™ Terminator v3.1
kit. The haplogrmups were classified wsing the online website EMPOP

ver 3 after asmembly and comparison o the mvised Cambridge Re
ference Sequence {1CRS) using the SeqScape” Software v2.5.

3. Results and diseussion

The haplogroup propomion obtained e the analysed geographical
region, except the Romdfnda State waz Native Amercan ancesiry
(57.8%), Alrican (36.2%) and Esropean (6.0%). InFig. 1 are shown the
progertions scoording 1o each State. The most common haplogmap was
L {36.2%) and the haplogmup C {259%) was predominant among
HNative Americans (Table 1), Significam expected differmnces am ob-
served when compared with the last censis data of Ingtitue Brasileinoe
de Geografia e Estatitica (IBGE) in 2000, by ethnicity seli-declamd,
which sdhow that the North region population is composed of indigenows
(37.4%), brown (129%), black (7.3%) and white {4.1%) people [1,2].
Maternal linesges are expected in vadable proportions of Afrcan,
Eumpean and Amerindian ancestry in the different Brazilian regions,
due 1o the perod of colonization, as a congequence of significative
differential croses between components of each ethnic ancestral po-
pulation. Our data is in acoomdance with other studies that confimed
the clear infence of the historical colmization period of Brazil in the

actal haplogroup progonion [1,3]

» Coamapealing s at: Rrazlliae Army lesnme of Riolegy, Fraseises Masms Seer 102, Benfiea, Rio de Jagedne, 20011-270, Brazdl

E-mal i Taianadanog o S0 ol ooun (T LS. MNogoedira).

b i gy 10 116, S DN T 09065
Reveived 2 Sapnem ber 2017, Accepeed 13 Sepaember 3017

Avallable online 14 September 2017
1875-1758, 12 301 7 Elsevier B.V. All dghts reserved.
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4. Conelusion

These data are in accordance with other data comparing the
Braz lian geographical regions and minforee the importance of lither
Audies with applications in both the medical and forensic genetics.
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Haplogrupos

n plotip
G026 A2 2 [16111T 162237 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C 523del 524del
DF34 A2+(64) 1 [16126C 16223T 16259T 16290T 16319A 16362C 16519C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del
DF5 A2+(64) 1 [16104T 161117 162237 16290T 16319A 16362C 16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del 573.1C 573.2C 573.3C 573.4C
MS3 A2+(64) 1 [16126C 162237 16278T 16290T 16319A 16362C 59C 62T 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G 297G 315.1C 523del 524del 573.1C 573.2C 573.3C
MS31 A2+(64) 1 [16111T 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del
M832 A2+(64) 1 [16111T 162237 16249C 16290T 16319A 16362C 16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del 573.1C
MS48 A2+(64) 1 [16111T 162237 16266T 16290T 16319A 16325C 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del
DF6 A2aa 1 [16111T 162237 16239A 16266T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 207A 235G 263G 309.1C 315.1C 324T  523del 524del
GO21 A2ac 1 [16111T 16213A 162237 16290T 16319A 16362C 16519C 64T 70A 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C 485C  523del 524del
DF1 A2ah 2 [16097C 16098G 161117 16189C 16223T 16290T 16319A 16320T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del
DF3 A2ah 1 [16097C 16098G 16111T 16124C 16223T 16290T 16311C 16319A 16320T 16362C 73G 146C 153G 162T 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del
MT38 A2ah 1 [16097C 16098G 16111T 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C 512T  523del 524del
MS23 A2ai 1 [16213A 162237 16271C  16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 155C 235G 263G 315.1C 523del 524del
DF21 B2 1 ]16182C 16183C  16189C 16217C 16241G  16519C 73G 103A 152C 263G 309.1C  309.2C 315.1C 499A
MT19 B2 1 ]16182C 16183C 16189C 16217C 16235G 16519C 73G 146C 151T 263G 309.1C  309.2C 315.1C 499A
DF15 B2b+152 1 ]16182C 16183C 16189C 16217C 16311C 16519C 73G 152C 263G 309.1C  3151C  499A
DF16 B2b+152 1 [16182C 16183C 16189C 16217C 16241G 16519C 73G 103A 152C 263G 315.1C  499A
DF50 B2b+152 1 [16182C 16183C 16189C 16217C 16241G 16274A 16519C 73G 103A 152C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 499A
MT30 B2b+152 1 [16182C 16183C 16189C 16217C 16235G 16311C 16519C 73G 152C 263G 309.1C  315.1C 499A 573.1C
MT33 B2b+152 1 [16093C 16182M 16183C 16189C 16217C 16356C 16519C 73G 93G 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 499A
DF10 B2b3a 1 [16182C 16183C 16189C 16217C 16249C 16312G  16344T 16519C 73G 152C 263G 2717 315.1C 499A
DF29 B4b 1 [16183C  16189C 16217C 16327T 16519C 73G 263G 315.1C  499A 5241A  524.2C  524.3A 524.4C
DF38 B4b 1 |16183C 16188T 16189C 16217C 16519C 73G 263G 315.1C  499A
GO1 B4b 4 [16178C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 315.1C  499A
GO14 B4b 1 ]16182C 16183C  16189C 16217C 16316G 73G 1517 153G 260A 263G 309.1C  309.2C 315.1C 499A  523del 524del
Go27 B4b 1 [16182C 16183C 16186T 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C  3151C  499A
Ms2 B4b 2 |16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C  3151C  499A
MS43 B4b 1 [16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C  309.2C  315.1C  499A
MS46 B4b 1 [16178C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 183G 263G 309.1C  315.1C  499A
MT23 B4b 1 [16129A 16178C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C  315.1C  499A
MT39 B4b 1 [16178C 16183C 16189C 16217C 73G 263G 309.1C  315.1C  499A
DF25 C1 1 [16223T 16298C 16325C 16327T 73G 207A 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C 489C
DF32 C1 1 [16223T 16298C 16319A 16325C 16327T 16533C 16535A 16537T 73G 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C
MS14 C1 1 |16048A 16145A 16169T 16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C
MS20 %] 2 |16223T 16298C 16325C 16327T 16440C 16526A 73G 152C 249del 263G 290del  291del 309.1C 315.1C 489C 493G  523del 524del
MS38 C1 1 |16172C  16298C 16325C 16327T 16526A 73G 153G 249del 263G 290del  291del  315.1C 489C 493G  523del 524del
M845 C1 1 [16189C 162237 16298C 16325C 16327T 16519C 249del 263G 290del  291del  315.1C  489C
G047 Cla 1 |16223T 16224C  16298C 16311C  16325C 16327T 16356C 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C
GO8 Cla 1 [16166G 16223T 16224C 16260T 16298C 16325C 16327T 16356C 16519C 73G 193G 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C
DF22 C1b 1 [16026A 16188.1C 16223T 16248A 16298C 16325C 16327T 16360T 73G 152C 249del 263G 290del 291del 309.1C 3151C 489C 493G 523del 524del
DF27 C1b 1 |16223T 16325C 16327T 45G 73G 113T 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C 489C 493G  523del 524del
DF9 C1b 1 |16145A 162237 16325C 16327T 16545C 73G 228A 249del 263G 290del  291del  315.1C 489C 493G  523del 524del
GO2 C1b 1 [16223T 162487 16298C 16325C 16327T 56T 57C 73G 249del 263G 290del  291del 309.1C 315.1C 489C 493G 523del 524del
GO6 C1b 2 |16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C  489C 493G  523del 524del
MS15 C1b 1 [16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C 489C 493G  523del 524del
MS26 C1b 1 |16189C 16190T 16193.1C 16223T 16248A 16298C 16325C 16327T 16360T 73G 152C 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G  523del 524del
MT11 C1b 1 [16192T 162237 16298C 16325C 16327T 16356C 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C 315.1C 489C 493G  523del 524del
MT12 C1b 1 [16192T 16223T 16298C 16325C 16327T 16356C 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C 309.2C 315.1C 489C 493G  523del 524del
MT13 C1b 1 [16223T 16325C 163277 73G 214G 249del 263G 290del  291del  315.1C  489C 493G
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MT21 Ctb 1 [16172C 162237 16256T 16298C 16322G 16325C 16327T 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G  523del 524del

MT22 C1b2 1 |16154C  16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 72C 73G 249del  290del  291del  309.1C 309.2C 315.1C 489C 493G  523del 524del

GO19 C1b8 1 |16223T 16292T 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C 315.1C 489C 493G

MT8 C1b8 1 |16223T 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C 489C 493G 523del 524del

MT25 C1c+195 1 |16176T 162237 16298C 16325C 16327T 73G 195C 203A 204C 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C

MT50 C1c+195 1 [16147T 16176T 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 152C 195C 204C 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C

G044 C1c5 1 |16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 16526A 73G 103A 152C 263G 315.1C

GO16 C1d+194 1 |16051G  16093C 162237 16287T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 1821 1941 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C  523del 524del

G037 C1d+194 1 |16051G  16223T 16298C 16311C  16325C 16327T 73G 1941 249del 263G 290del  291del 315.1C 489C  523del 524del

MT17 C1d-194 1 |16051G 162237 16298C 16325C 16327T 73G 194T 249del 263G 290del  291del  309.1C 315.1C 489C  523del 524del

MS33 D1 1 [16223T 16320T 16325C 16362C 73G 152C 263G 315.1C  489C

M842 D1 1 |16223T 16239T 16325C 16362C 73G 210G 228A 263G 309.1C  315.1C  489C

MT27 D1 1 |16223T 16325C 16362C 73G 195C 214G 263G 309.1C  315.1C  489C

MT35 D1f1 1 |16142T 16179T 162237 16295T 16325C 16362C 16497G 16519C  73G 263G 309.1C  315.1C 489C  524.1A 524.2C

DF33 D4 1 |16086C 16092C 162237 16325C 16362C 73G 263G 309.1C  315.1C  489C 523del  524del

DF44 D4 1 [16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C  315.1C  456T 489C

MS36 D4h3a 1 [16183C 16189C 162237 16241G  16257T 16301T 16342C 16362C 73G 152C 210G 263G 315.1C 489C

MT47 D4h3a 1 |16223T 16241G 163017 16342C 16362C 73G 152C 263G 309.1C  315.1C  489C

G046 H 1 ]16519C 152C 263G 309.1C  309.2C  315.1C

MT42 H107 1 ]16209C  16261T 152C 263G 315.1C

G012 Hla 1 |16162G 263G 315.1C  523del  524del

MT1 Hle1a3 1 [16111A  146C 263G 309.1C  315.1C

MS39 H24 1 |16293G  16519C 152C 263G 315.1C

G040 H2atle 1 1263G 310C 315del  575T

MS47 H3am 1 |16261T 16519C  182T 263G 309.1C  309.2C  315.1C

DF47 H3ap 1 |16173T 16182C 16183C  16189C 16217C 16223T 16357C 16519C 73G 263G 306del  307del 308del 309del 315.1C 499A

DF45 H3c2 1 |[16176T 195C 263G 3151C  5241A  524.2C

MT48 H6 1 |16362C 16482G  239C 263G 309.1C  315.1C

MS19 HV 1 [16221T  16519C  152C 263G 3151C  523del  524del

G042 HV0 1 |16124C  16298C 16319A 72C 263G 309.1C  309.2C  315.1C

MS21 HV0 1 ]16298C 72C 263G 309.1C  309.2C  315.1C

DF4 Jib1al 1 [16069T 16126C 16145A 16172C 16222T 16261T 16305T 73G 2427 263G 295T 309.1C 315.1C 462T  489C

DF30 Kla 1 |16120A 16224C 16311C  16519C  73G 263G 315.1C 4977

G036 K1a 1 |16093C 16224C 16311C  16519C 73G 263G 315.1C 4977 5241A  524.2C

MS18 K1a 1 |16168T 16224C 16311C  16320T 16519C 73G 263G 315.1C 4977

MS40 K1a 1 ]16224C 16311C  16519C  73G 195C 263G 315.1C 4977 5241A  524.2C

GO11 LOa1a2 2 |16129A 16148T 16168T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C 16320T 93G 185A 189G 200G 236C 247A 263G 315.1C 523del 524del

DF2 LOa1b 1 |[16129A 16148T 16168T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16278T 16293G 16311C 16320T 93G  95C 185A 189G 236C  247A  261A  309.1C 309.2C 315.1C 523del 524del
DF49 LOa1b 1 |16129A 16148T 161687 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16278T 16293G 16311C 16320T 93G  95C 185A 189G 236C 247A 263G 315.1C 523del 524del

DF41 L0a2a2 1 |16148T 16172C  16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16292T 16311C  16320T 16519C 64T 93G 152C 189G 195C  204C  207A 236C 247A 263G 315.1C 523del 524del
MS17 L0a2a2 1 |16148T 16172C  16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C  16320T 16519C 64T 93G 152C  189C  204C  207A  236C 247A 263G 315.1C 523del 524del

G022 LOad1a1b1 1 |16129A 161877 16189C 16209C 16230G 16234T 16243C 16266A 16311C  16519C 73G 146C 153G 195C  199C  247A  315.1C_498del

MS28 L1ct 1 [16093Y 16129A 16187T 16189C 16223T 16263C 16278T 16293G 16294T 16311C 16360T 16368C 16519C 73G 1617 152C  182T 186A 189C 195C  198T 247A 263G 297G  3151C 316A  523del 524del
DF35 L1c1a2 1 |16129A 16183C 16189C 16223T 16235G 16274A 16278T 162927 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G  89C  93G  95C 152C 1827 186A 189C 236C 247A 263G 297G 3151C 316A  523del 524del
MT34 L1c2ala 1 |16071T 16086C 16129A 16145A 16187T 16189C 16213A 16223T 16234T 16265C 16278T 16286G 16294T 16311C 16360T 16527T 73G 1517 152C  182T 186A 189C 195C 1987 247A 263G 297G 315.1C
DF37 L1c3bla 1 |16129A 16163G  16187T 16189C 16209C 16223T 16278T 16293G 16294T 16311C  16360T 16519C 73G 151T  152C  182T 186A 189C 247A 263G 315.1C 316A  523del 524del
DF19 L2at 1 |16223T 16278T 16294T 16309G  16390A 73G 143A 146C 152C 195C 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

G033 L2a1 1 [16223T 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C  73G 146C 152C 195C 263G 309.1C 315.1C

GO39 L2at 1 16189C 16192T 162237 16265G 16270T 16278T 16294T 16309G 16390A 73G 143A 146C  152C  195C 263G 315.1C

MT20 L2at 1 |16183C 16189C 16223T 16278T 16294T 16309G  16390A 73G 143A 146C 152C 195C 1987 263G 309.1C 315.1C
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DF46  [L2a1+16189+(16192)| 1 [16189C 16191.1C 16192T 16223T 16278T 16294T 16309G 16362C 16390A 16519C 73G 146C  152C  195C 263G 309.1C 315.1C

G045 |L2a1+16189+(16192)| 1 |16189C 16223T 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 146C 152C 195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

MS22 |L2a1+16189+(16192)| 1 [16071T 16189C 16192T 16223T 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 146C 152C  195C 263G 309.1C 315.1C

MS25 |L2a1+16189+(16192)| 1 [16189C 16192T 16223T 16278T 16287T 162947 16309G 16390A 16519C 73G 146C 152C  195C 263G 309.1C 315.1C

MS27 |L2a1+16189+(16192)| 1 [16093Y 16189C 16192T 16223T 16278T 16294T 16309G 16390A 73G 146C 152C 195C 263G 315.1C

MS37 |L2a1+16189+(16192)| 1 [16189C 16192T 16223T 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 146C 152C 195C 263G 309.1C 315.1C

G043 L2atal 1 |16223T 16278T 16294T 16309G 16368C 16390A 16519C 73G 146C 152C 195C 236C 263G 309.1C 315.1C 524.1A 524.2C 524.3A 524.4C
DF31 L2atbla 1 16182C 16183C 16189C 16192Y 16223T 16278T 16290T 16294T 16309G 16390A 73G 146C  152C  195C 263G 315.1C

MT10 L2a1c2a 1 |16193T 16213A 162237 16239T 16278T 16294T 16309G 16390A 73G 143A 146C 152C  195C 263G 309.1C 315.1C 513A

MT31 L2a1f3 1 |16189C 16223T 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 146C 152C 195C 198T 263G 315.1C

GO28 L2alg 1 |16131C  16183C 16189C 16223T 16225T 16234T 16278T 16294T 16309G 16390A 73G 146C  152C  195C 263G 309.1C 315.1C

MS16 L2alq 1 |16189C 16192T 16223T 162457 16278T 16294T 16309G 16390A 73G 143A 146C 152C 263G 315.1C

GO41 L2b 1 |16114A 16129A 16189C 16213A 16223T 16278T 16311C  16390A 73G 146C 152C 182T 183G 195C  198T 204C 263G 309.1C 315.1C
G029 L2c 1 ]16093C 16111A 16207G 162237 16278T 16390A 16519C 73G 93G 146C 150T 152C 1827  195C  198T 249del 263G 315.1C 325T  523del 524del
MT41 L2¢c 1 |16223T 16278T 16390A 16519C  73G 89C 93G 95C 146C 150T 152C 182T  195C  198T 235R 263G 266C  315.1C 325T  523del 524del
G034 L2c2b1b 1 |16189Y 16223T 16264G  16278T 16311C  16390A 73G 93G 146C 150T 152C 182T 183G 195C 1987 263G 315.1C 325T  523del 524del
GOo17 L3b 2 [16124C  16223T 16278T 16362C 16519C 73G 263G 315.1C  523del  524del

MS1 L3b 1 |16086C 16124C 16223T 16278T 16362C 16519C 73G 263G 315.1C  523del  524del

DF28 L3b1a 1 |16124C  16223T 16278T 16311C  16362C 16519C 73G 263G 315.1C  523del  524del

G030 L3b3 1 |16048A 16124C 16223T 16278T 16362C 73G 185A 189G 263G 315.1C 385G 523del 524del

MS5 L3d 1 116124C  16153A 16172C 16223T 16291T 16325C  73G 152C 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

MT6 L3e1 1 |16207G  16223T 16327T 73G 150T 189G 200G 263G 315.1C

GO5 L3ela 1 |16185T 16223T 16327T 16519C 73G 150T 189G 195C 200G 263G 315.1C

G025 L3e1a3b 1 |16093C 16185T 16223T 16327T 16519C 73G 150T 189G 200G 263G 309.1C  315.1C

DF14 L3e1b2 1 |16223T 16325del 16327T 73G 150T 185A 189G 214G 263G 309.1C  315.1C

MS10 L3eld 1 |16170G  16176T 162237 16327T 73G 150T 152C 189G 200G 263G 309.1C  315.1C

MT24 L3etf1a 1 |16129A 16183C 16189C 16223T 16260T 16327T 73G 150T 189G 200G 263G 309.1C 315.1C

DF43 L3e2atl 1 |16223T 16320T 16519C  73G 150T 195C 198T 263G 315.1C

MS13 L3e2atl 1 |16223T 16254G  16320T 16519C 73G 150T 195C 198T 263G 315.1C

Ms6 L3e2a1b1 1 |16223T 16320T 16399G 16519C 73G 150T 195C 198T 263G 3151C  499A

DF39 L3e2b 1 |16172C 16183C 16189C 16223T 16320T 16519C 73G 150T 195C 263G 282C 315.1C

DF42 L3e2b 1 |16172C  16189C 16223T 16320T 16519C 73G 150T 195C 263G 315.1C

G031 L3e2b 1 |16171C  16183C 16189C 162237 16311C 16320T 16519C 73G 150T 195C 263G 315.1C

Go7 L3e2b 1 |16172C 16183C 16189C 16223T 16320T 16519C 73G 150T 195C 263G 309.1C  309.2C 315.1C

MT2 L3eda 1 |16051G  16192T 16223T 162647 16519C 73G 150T 263G 309.1C  315.1C 493G 523del 524del

MT40 L3eda 1 |16051G  16223T 162647 16519C 73G 150T 263G 315.1C 493G 523del  524del

DF20 L3f1b+16292 1 |16093C 16153A 16209C 162237 16230G 16260T 16292T 16519C 73G 189G 195C 263G 315.1C 523del 524del

DF13 L3f1b1a 1 |16129A 16209C 16223T 162957 16311C  16519C 73G 189G 200G 263G 315.1C

MS34 L3f1b4a 1 |16209C 16223T 16311C 16519C 73G 150T 189G 200G 263G 315.1C  523del  524del

MT18 L3k1 1 |16223T 16355T 73G 150T 152C 235G 263G 3151C 4947

GO15 L4b2b1 1 |16114T 162237 162937 16311C  16316G  16355T 16362C 16399G 16519C 73G 146C 152C  195C 244G 263G 315.1C 340T

G020 M 1 |16172C  16175T 16223T 16248T 16311C  16519C  73G 200G 263G 3151C  489C 523del 524del

GO18 N9b2 1 |16129A 16187T 16189C 162237 16265C 16286G 16294T 16311C 16360T 16519C 16527T 73G 103A  152C 263G 315.1C 499A

MS24 R 1 |16519C  73G 263G 309.1C  315.1C

MT7 RO 1 |16390R 16519C 263G 309.1C  315.1C

GO3 T1a 1 |16126C 16163G  16186T 16189C 16193del 16294T 16519C 73G 263G 309.1C  315.1C

DF48 T2b3+151 1 |16126C 16145A 162237 16294T 16296T 16304C 16519C 73G 151T 263G 315.1C  523del 524del

MT37 T2j 1 ]16092Y 16126C 16260T 16294T 162967 16519C 73G 263G 309.1C  315.1C

DF36 Uba2a 1 |16114A 16192T 16256T 16270T 16294T 16526A 73G 195C 263G 309.1C  315.1C

G038 Ubalbla 1 [16172C  16219G 16235G  16278T 16355T 16519C 73G 146C 263G 309.1C  315.1C

Nota: Hapldtipos compartilhados: GO26=MS41, DF1=DF40, GO1=G04=G048=MS50, MS2=MT5, MS20=MT29, GO6=MS44, GO11=G0O35, GO17=MS49.
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Amostras Haplogrupos n_|Hplétipos

AC35 A2 1 |16111T  16223T 162667 16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C  356.1C  499A 523del  524del

AM8 A2 1 [16111T  16126C 16223T 16259T 16290T 16319A 16362C 16519C 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C  523del  524del

AC36 A2+(64) 1 [16104T 161117 16223T 16290T 16319A 16362C 16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  309.2C 315.1C 523del 524del 573.1C 573.2C 573.3C 5734C 573.5C 573.6C
AM27 A2+(64) 1 [16126C 162237 16278T 16290T 16319A 16362C 59C 62T 64T 73G 146C  152C 153G 235G 263G 297G 315.1C  523del 524del

AP1 A2+(64) 1 [16126C  16223T 16278T 16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C  152C 153G 235G 263G 297G 309.1C 315.1C 523del 524del 573.1C
RR6 A2+(64) 1 [16111T  16223T 16290T 16319A 16362C 16468C 16519C 64T 73G 146C 153G 185A 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

RR7 A2+(64) 1 |16092C 161117 162237 162907 16319A 16362C 16468C 16519C 64T 73G 146C 153G 185A 235G 263G 309.1C  315.1C  338T 523del  524del 573.1C 573.2C 573.3C 5734C 573.5C
TO2 A2+(64) 1 |16104T 161117 162237 16290T 16319A 16362C 16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C  523del 524del 573.1C 573.2C 573.3C 5734C 573.5C 573.6C
AC3 A2+(64) 1 161117 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 315.1C_ 523del  524del

AP20 A2+(64) 1 [16111T 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  309.2C 315.1C  523del 524del

AC7 A2+(64)+@153 1 [16111T  16223T 16242T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 235G 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

PA18 A2+(64)+@153 1 [16092C 161117 16185T 16223T 16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 235G 263G 309.1C  315.1C  523del 524del

PA29 A2+(64)+@153 1 [16111T  16192T 16223T 16259T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 235G 263G 309.1C  309.2C  315.1C  523del 524del

PA8 A2+(64)+@153 1 |16111T  16223T 16352C 16362C 73G 146C 235G 263G 309.1C  315.1C  523del  524del

AP8 A2+(64)+@153 1 161117 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 235G 263G 309.1C  315.1C  523del  524del

PA3 A2+(64)+@16111 | 1 |16148T 16223T 162907 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del 573.1C

AC47 A2+(64)+16189 1 [16111T 16183C 16189C 16209C 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C  152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

AM18 A2+(64)+16189 1 [16111T 16189C 16212G 16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  309.2C 315.1C  523del 524del

AP12 A2+(64)+16189 1 [16129A 16153A 16183C  16189C 16223T 16290T 16319A 16325C 16362C 16456A 16519C 64T 73G 146C 153G 214G 235G 263G 309.1C 315.1C  523del 524del
PA15 A2+(64)+16189 1 [16111T 16189C 16223T 16290T 16319A 16362C 16468C 16519C 64T 73G 146C 153G 185A 235G 263G 309.1C  315.1C 338T  523del 524del
TO34 B2 1 |16183C 16189C 16217C 16362C 16519C 73G 146C 152C 263G 309.1C  309.2C  315.1C  499A

TO5 B2 1 [16183C 16189C 16217C 16519C 73G 146C 152C 195C 263G 315.1C  499A

AC45 B2b+152 1 [16183C 16189C 16217C 16241G 16519C 73G 103A  152C 263G 309.1C 309.2C 3151C 499A  500T

AM21 B2b+152 1 [16183C 16189C 16217C 16519C 97A 105del  106del 107del 108del 109del 110del 152C 227G 263G 309.1C  309.2C 315.1C  499A

AC16 B2b3a 2 [16182C 16183C 16189C 16217C 16249C 16312G 16344T 16519C 73G 152C 263G 2717 309.1C  309.2C  315.1C  499A

AM20 B2b3a 1 [16182C 16183C 16189C 16217C 16249C 16312G 16344T 16519C 73G 152C 263G 27T 309.1C  315.1C_ 499A

PA4 B2b3a 1 [16168T 16182C 16183C 16189C 16217C 16249C 16312G 16519C 9A 73G 152C 263G 2717 309.1C  309.2C  315.1C  499A

RR8 B2b3a 1 ]16092C 16182C 16183C 16189C 16217C 16249C 16312G 16344T 16519C 10C 73G 152C 263G 21T 309.1C  309.2C  315.1C  460C 463.1C  499A
AM29 B2o 1 [16092C 16182C 16183C 16189C 16217C 16519C 72C 73G 214G 263G 309.1C  309.2C 315.1C  499A

AV4 B2o 1 [16051G_16092C 16182C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 146C 263G 309del 315.1C  499A

AC40 B2o1a 3 [16092C 16145A 16183C 16189C 16194C 16217C 16519C 73G 152C 263G 309.1C  309.2C  315.1C_ 499A

AC17 B4b 1 [16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 3151C  499A  506T  524.1A 524.2C

AC24 B4b 1 [16183C 16189C 16217C 16261Y 16519C 73G 263G 315.1C 499A  5241A 524.2C 524.3A 524.4C

AC27 B4b 1 [16178C 16182M 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 315.1C  499A

RR4 B4b 1 |16178C 16182C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 315.1C  499A

AC4 B4b 1 [16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C  309.2C  315.1C  499A 524.1A 524.2C 524.3A 524.4C

AM12 B4b 1 |16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 315.1C 499A 524.1A  524.2C

AM36 B4b 1 |16183C 16187T 16189C 16217C 16311C 16519C 73G 263G 315.1C  499A 524.1A  524.2C

AP21 B4b 1 [16093C 16182C 16183C 16189C 16217C 16362C 16519C 73G 263G 309.1C  315.1C  499A  524.1A 524.2C 524.3A 524.4C

AP24 B4b 1 [16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 309.1C 309.2C 315.1C  499A  524.1A 524.2C

PA25 B4b 1 |16126C 16183C 16189C 16217C 16232A 16372C 16519C 73G 263G 315.1C  499A

PA35 B4b 1 |16178C 16183C 16189C 16217C 16519C 73G 263G 315.1C  499A

TO8 B4b 1 [16173T 16182C 16183C 16189C 16217C 162237 16357C 16519C 73G 263G 309.1C  309.2C 315.1C  499A

AM28 C 1 [16126C 16223T 16270T 16298C 16325C 16327T 73G 183G 263G 309.1C 3151C 489C 493G 523del 524del

AC31 C1 1 [16209C 162237 16234T 16298C 16325C 16327T 16526A 44.1C  73G 188G 215G 249del 263G 290del 291del 309.1C 309.2C 315.1C 489C 493G
PA24 C1 1 [16223T 16298C 16325C 16327T 16526A 73G 152C  249del 263G 290del 291del 309.1C  309.2C 315.1C  489C 493G 523del 524del

RR1 C1 1 [16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C  523del 524del

TO13 Cc1 1 |16223T 16298C 16325C 16327T 16440C 16526A 73G 152C 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C  489C 493G 523del  524del

AC33 C1b 3 [16126C  16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C  489C 493G 523del  524del
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AC49 C1b 1 |16126C 16172C 16223T 16270T 16290A 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 309.2C 3151C 489C 493G 523del 524del

AM10 Ctb 1 [16178C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 3151C 316A  489C 493G 523del 524del

AM23 Ctb 1 [16129A 16223T 16298C 16325C 16327T 16465T 73G 146C  215R  249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 489C 493G 523del 524del

AM25 C1b 1 |16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G 523del 524del

AM26 Ctb 1 [16146G 162237 16298C 16325C 16327T 73G 152C  249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 489C 493G 523del 524del

AM6 Ctb 3 [16223T 162927 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 489C 493G 523del 524del

AP14 Ctb 1 [16223T 16325C 16327T 16519C 55.1T  60del  73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 3151C 373T  489C 493G 523del 524del

AP3 Ctb 1 [16126C 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 309.2C 315.1C 489C 493G 523del 524del

AP7 C1b 1 |16051G 16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G 523del 524del

PA11 Ctb 1 [16223T 16325C 16327T 73G 146C 1517 195C  249del 263G~ 290del 291del 309.1C 309.2C 315.1C 489C 493G 523del 524del 573.1C

PA38 Ctb 1 [16223T 16292T 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 309.2C 3151C 489C 493G 523del 524del

RR13 C1b 1 |16126C 16223T 16258C 16298C 16325C 16327T 16518A 73G 150T 200G 204C  249del 263G 283C  285T  287.1C  309.1C 3151C 489C 493G  523del 524del

T037 Ctb 1 [16147T 162237 16298C 16325C 16327T 16400T 73G 152Y  249del 263G~ 290del 291del 315.1C 489C 493G 523del 524del

PA20 C1b+16311 1 [16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 3151C 408A  489C 493G 523del 524del

T025 C1b+16311 1 |16153A 16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 16526A 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G 523del 524del

T04 C1b+16311 1 [16153A 162237 16298C 16311C 16325C 16327T 16526A 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 3151C 489C 493G

PA1 C1b2 1 [16172C  16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 249del  290del 291del  309.1C  315.1C  489C 493G

TO9 C1b2 1 |16154C 16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 72C 73G 249del  290del 291del 309.1C 3151C 489C 493G 523del 524del

AC15 C1c+195 1 [16147T 16176T 16223T 16298C 16325C 16327T 73G 152C  195C  204C  249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C

AM30 C1d 1 [16048A 16051G 16126C 16141G 16223T 16294T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 488G 489C  523del 524del

AM33 C1d 1 |16051G_16172C 16298C 16223T 16325C 16327T 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C  523del 524del

AP17 C1d 1 [16051G_16093C 16223T 16294T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 489C  523del 524del

AP22 C1d 1 |16051G 16223T 16294T 16298C 16325C 16327T 73G 143A  154C  249del 263G 290del 291del 309.1C 3151C 489C  523del 524del

PA26 C1d 1 [16051G16294T 16298C 16325C 16327T 73G 249del 263G~ 290del 291del 309.1C 3151C 489C  523del 524del

PA12 C1d+194 1 [16051G_16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 194T  249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 489C  523del 524del

RR12 C1d+194 1 |16051G16298C 16325C 16327T 73G 194T  249del 263G 290del 291del 3151C 489C  523del 524del

TO1 C1d+194 1 [16051G_16093C 16223T 16287T 16298C 16311C 16325C 16327T 16456A 73G 194T  249del 263G~ 290del 291del 315.1C 489C  523del 524del

AM22 C1d1 1 [16051G_16172C  16223T 16298C 16325C 16327T 73G 194T  249del 263G 290del 291del 309.1C  3151C 489C  523del 524del

AC25 D1 3 [16223T 16325C 16362C 73G 263G 309.1C  315.1C  489C

AC6 D1 1 [16223T 16239T 16286T 16325C 16362C 73G 210G 263G 315.1C  489C

AC8 D1 1 [16189C 16223T 16258C 16325C 16362C 73G 1517 263G 309.1C  309.2C 315.1C  489C

AM2 D1 1 |16223T 16325C 16362C 16380T 55.1T 57C 59C 62T 73G 263G 309.1C  315.1C  489C

AM9 D1 1 [16223T 16325C 16362C 16519C 73G 195C 263G 315.1C  489C

PA14 D1 1 [16145A 16223T 16325C 16362C 73G 263G 3151C 489C  573.1C  573.2C 573.3C 5734C 573.5C 573.6C

T023 D1 1 |16223T 16325C 16362C 73G 204A 263G 3151C 489C  573.1C 573.2C

T030 D1 1 [16223T 16239T 16288C 16325C 16362C 73G 210G 228A 263G 315.1C  489C

RR3 D1f1 1 [16142T 16179T 16223T 16295T 16305R 16325C 16362C 16497G 16519C 73G 263G 3151C 489C  524.1A 524.2C

PAG D4 1 [16172C 16174T 16223T 16325C 16362C 73G 1517 263G 309.1C  3151C 489C

AM19 D4o 1 [16126C 16223T 16278T 16290T 16319A 16362C 73G 195C 263G 315.1C  489C

T020 H 1 ]16519C 195C 263G 309.1C  315.1C

AM32 H1b 1 [16189C 16356C 16519C 263G 315.1C 335G

PA19 HV0+195 1 [16153A 16239T 16298C 72C 195C 263G 309.1C  315.1C

TO14 15a1b 1 |16129A 16148T 16223T 16391A 16519C 73G 199C  250C 263G 315.1C 494A  5731C 5732C 573.3C 5734C 573.5C 573.6C

AM13 L0ata2 2 |16129A 16148T 16168T 16172C 16187T 16188G 16189C 162237 16230G 16311C 16320T 16519C 93G 185A 189G 200G 236C  247A 263G 3151C 523del 524del

TO15 L0a1b1 1 [16129A 16148T 16168T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16278T 16293G 16311C 16320T 16519C 93G 95C 185A 189G 195C  236C  247A 263G 315.1C  523del 524del
AM35 L0a2 1 |16148T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C 16320T 16519C 64T 93G 152C 189G 236C  247A 263G 315.1C 523del 524del

RR11 L0a2a2 1 [16148T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C 16320T 16519C 64T 93G 150T  152C 189G 204C  207A  236C  247A 263G 315.1C  523del 524del
AC22 L0a2a2a 1 [16148T 16172C 16187T 16188G 16189C 16223T 16230G 16311C 16320T 16519C 64T 93G 150T  152C  185A 189G 204C  207A  236C  247A 263G 309.1C  315.1C 523del 524del
AM24 L1c1b 1 |16086C 16129A 16187T 16189C 16223T 16241G 16278T 16291T 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 15T 152C  182T  186A  189C  195C  198T  247A 263G 297G 3151C 416A  523del 524del
AP16 L1c1b 1 [16086C 16129A 16187T 16189C 16223T 16241G 16278T 16291T 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 1517 152C  182T  186A  189C  195C  198T  247A 263G 297G 3151C 316A  416A  523del 524del
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TO36 L1c2 1 [16129A 16187T 16189C 162237 16265C 16278T 16286G 16294T 16311C 16320T 16360T 16519C 165277 73G 1517 152C  182T  186A  189C  195C 1987 247A 263G 297G  3151C 523del 524del
PAS L1c3a 1 [16120A 16183C 16189C 16215G 162237 16278T 16294T 16311C 16360T 16368C 16519C 73G 1517  152C 1827 186A 189C 247A 263G 309.1C 3151C 316A  523del 524del
TO40 L1c3b 1 [16120A 16163G 16187T 16189C 162237 16278T 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 1517 152C  182T  186A 189C  247A 263G 3151C 523del 524del
PA9 L2at 1 |16189C 161927 16223T 16278T 162947 16309G 16390A 16519C 73G  143A 146C  152C  195C 263G 309.1C 315.1C

TO6 L2a1 1 [16092C 16223T 16278T 162947 16309G 16390A 16519C 73G 146C  152C  195C 263G 315.1C 523del 524del

AM34 | L2a1+16189+(16192) | 1 |16189C 16192T 16223T 16278T 16294T 16309G 16519C 73G 146C  152C  195C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

AM38 | L2a1+16189+(16192) | 1 [16189C 16192T 162237 16278T 16294T 16309G 16519C 73G  146C 152C  195C 263G 309.1C 3151C 392C

PA32 | L2a1+16189+(16192) | 1 |16189C 16192T 16223T 16278T 162947 16309G 163%0A 16519C 73G  146C 152C  195C 263G  309.1C 315.1C

PA22 L2a1al 1 [16223T 162787 16294T 16309G 16368C 16390A 16519C 73G 146C  152C  195A 263G 309.1C 315.1C 524.1A 5242C 524.3A 524.4C

AC29 L2a1a2 1 16126C 16223T 16278T 16286T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 146C  152C  195C 263G 315.1C  455.1T

AC34 L2a1a2 3 |16223T 16278T 16286T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G  146C  152C  195C 263G 309.1C  315.1C

T028 L2a1c2a 1161937 16213A 16223T 16239T 162787 16294T 16309G 16390A 73G  143A 146C  152C  195C 263G 309.1C 315.1C 513A

PA7 L2a1f3 1 [16189C 16223T 16274A 16278T 162947 16309G 16390A 16519C 73G 146C  152C  195C  198T 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

AP23 L2ati 1 ]16114A 16189C 16192T 16223T 16278T 16294T 16362C 16390A 73G 143A  146C  152C  195C 263G 309.1C 315.1C

PA13 L2all 1 [16086C 16183C 16189C 162237 162647 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G ~ 143A 146C  152C  195C 263G 309.1C  315.1C 5347

PA23 L2all 1 [16183C 16189C 16223T 16278T 162947 16390A 16519C 73G 143A  146C  152C  195C 263G 315.1C 5341

AM15 L2bla 1 [16114A 16129A 16213A 162237 16278T 16355T 16362C 16390A 73G 150T  152C  182T  195C 1987  204C 263G 3151C 418T  523del 524del
T027 L2b2a 1 [16114A 16129A 16213A 162237 16278T 163547 16390A 73G 146C  150T  152C  182T  195C 1987 204C 263G 315.1C

RR2 L2c2 1 [16093C 16223T 16264T 162787 16390A 73G 93G 146C  150T  152C  182T  195C 1987 263G 3151C 325T  523del 524del

AC19 L2¢3 1 [16223T 16278T 163%0A 16519C 73G  89C  93G  146C  150T  182T 195C 1987 263G 3151C 3257 513A  523del 524del

AC26 L3 1162237 162787 16519C 73G 263G 309.1C 3151C 318C  372C  523del 524del

PA27 L3b1at 1 [16093C 16124C 16223T 16278T 16362C 16519C 73G 252C 263G 315.1C 523del 524del

AC46 L3b1ad%a 1 16051G 16223T 16240G 16278T 16318G 16362C 16519C 73G 263G 309.1C  3151C 523del  524del

TO10 L3b2 1 [16124C 162237 16278T 16362C 16399G 165277 73G 263G 3151C  523del 524del

AC28 L3d2b 1]16093C 161117 16124C 162237 16519C 73G  152C  199C 263G 315.1C 523del 524del

AP18 L3d3a 1 [16124C 16183C 16189C 162237 162787 16304C 73G 152C 263G 3151C 523del 524del

AP19 L3e1 11162237 16287T 16311C 16327T 73G 150T 189G 200G 263G 309.1C 315.1C  523del  524del

AM31 L3ela 1 [16185T 162237 163277 16519C 73G  150T 189G 200G 263G 309.1C 315.1C

AP5 L3e1b2 1 /162237 16325del 16326T 73G  150T  185A 189G 263G 309.1C  315.1C

AC10 L3e1d 1 [16176T 162237 16327T 73G 150T  152C 189G 263G 315.1C

PA2 L3e2a1b1 1 [16223T 16320T 16399G 16519C 73G 150T  195C  198T 263G 315.1C 499A

AP11 L3e2a3 1 [16223T 16320T 16519C 73G 150T  152C 1947 195C 263G 309.1C 315.1C

AP15 L3e2b 1 [16078G _16172C 16182C 16183C 16189C 16223T 16320T 16519C 73G  150T 195C 263G 309.1C 315.1C

TO19 L3e2b+152 1]16172C 16183C 16189C 162237 16320T 16519C 73G  150T  152C  195C 263G 309.1C 315.1C

T021 L3e3b2 1 [16223T 16265T 16519C 165277 73G 150T 263G 315.1C  523del 524del

AC1 L3f1b1al 1 ]16129A 16209C 16223T 16292T 16295T 16311C 16362C 16519C 73G 189G 200G 263G 272G 315.1C

AC20 L3f1b4 1 [16192Y 16209C 16218T 162237 162567 16292T 16311C 16519C 73G 150T 189G 200G 263G 315.1C

APB L3fbdc 1|16209C 162187 16223T 16256T 162917 16292T 16311C 16519C 73G  150T 200G 263G 315.1C

AC23 L3k1 2 |16209C 16223T 16355T 73G 150T  152C 235G 263G 315.1C  404T

PA21 RO 1]16519C 263G 309.1C 309.2C 315.1C

AC2 U2et 1 [16051G_16129C 16183C 16189C 16362C 16519C 73G  152C  217C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 340T 508G 523.1C 523.2A

RRS W+194 1162237 162927 16318G 16519C 73G 189G 194T 195C 204C  207A 263G 309.1C 3151C 523del 524del

Nota: Haplétipos ~compartilhados: AC16=TO3, AC40=AC41=AC43, AC33=AP9=PA40, AM6=AM7=AP13, AC25=AC38=PA16, AM13=AM14,

AC34=AC9=PA17, AC23=AC32.
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Amostras | Haplogrupos n_|Haplétipo:

MA6 A2 1 (161117 16223T  16290T 16319A 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C  315.1C 472G 523del 524del

PI21 A2 1 [16111T 162237 16269G  16290T 16319A 16360T 16362C 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 485C  523del 524del

AL17 A2+(64) 1 [16111T 162237 16290T 16319A 16362C 16381C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

CE20 A2+(64) 1 (161047 16111T 162237 16290T 16319A 16362C 16519C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del 573.1C 573.2C 573.3C
MA30 A2+(64) 1 [16111T 162237 16290T 16319A 16352C 16362C 16519C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

PE1 A2+(64) 1 |16126C 162237 16278T 16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G 297G 309.1C 315.1C 523del 524del 573.1C
PE12 A2+(64) 1 (161047 161117 162237 16290T 16319A 16362C 64T 73G 143A 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 456T 523del 524del

PI13 A2+(64) 1 [16111T  16290T 16311Y 16319A 16361A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 309.2C 315.1C 513A 523del 524del

PI3 A2+(64) 1 [16126C 162237 16278T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 146C 152C 153G 235G 263G 297G 309.1C 309.2C 315.1C 523del 524del 573.1C
PI5 A2+(64) 1 (161117 16290T 16319A 16361A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 513A  523del 524del

RN10 A2+(64) 1 |16126C  16223T 16278T 16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 297G 309.1C 315.1C 523del 524del

RN11 A2+(64) 1 [16111T  16223T 16290T 16319A 16362C 64T 73G 143A 146C 152Y 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 456T 523del 524del

Pl6 A2+(64)+@153 | 1 |16092C 16111T 16185T 16223T 16290T 16319A 16362C 59C 64T 73G 146C 235G 263G 315.1C 523del 524del

PE19 A2ab 1 [16111T 162237 16290T 162917 16319A 16362C 64T 73G 146C 153G 235G 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

PI8 A2ab 1 [16086C 161117 16129A 16223T 16290T 16291T 16319A 16362C 57A 58G 59C 64T 73G_ 146C 153G 235G 236C 263G 309.1C 309.2C 315.1C 523del 524del
AL13 B2b3a 1 [16182C  16183C  16189C 16217C 16249C 16312G  16344T 16381C 16519C 73G 152C 263G 271T  309.1C 309.2C 315.1C 499A

AL14 B4b 1 |16182C 16183C 16186T 16189C 16217C 16311C 16519C 73G 263G 309.1C  315.1C  499A

AL2 B4b 1 [16173T 16182C 16183C  16189C 16217C 16223T 16357C 16519C 73G 263G 306del  307del 308del 309del 315.1C 499A

CE9 C1 1 [16223T 16265C 16298C 16325C 16327T 16519C 60.1T  60.2T  64del 73G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C  523del 524del

BA8 Cla 1 |16223T 16224C  16298C 16311C 16325C 16327T 16356C 16519C 73G 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C

AL1 C1b 1 |16147T 162237 16298C  16325C 16327T 16400T 73G 249del 263G 290del  291del 309.1C 3151C 489C 493G  523del 524del

AL4 C1b 1 [16086C 16223T 16259T 16298C 16325C 16327T 16526A 73G 249del  251A 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G  523del 524del 573.1C 573.2C
BA26 C1b 1 |16127G 162237 16234T 16298C 16325C 16327T 73G 152C 188G 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G  524.1A 524.2C

BA5 C1b 1 |16129A 162237 16298C 16325C 16327T 42C 73G 139C  207A 249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C 493G  523del 524del

CE12 C1b 1 [16126C  16223T 16298C 16325C 73G 249del 263G 290del  291del  309.1C  3151C 489C 493G  523del 524del

PI24 C1b 1 |16129A 162237 16298C 16325C 16327T 42C 73G 139C  207A 249del 263G 290del 291del 309.1C 309.2C 315.1C 489C 493G 523del 524del
P19 C1b 1 [16223T 16298C 16325C  16327T 73G 146C 249del 263G 290del  291del  309.1C  315.1C 489C 493G  523del 524del

MA22 C1b2 1 [16145A 16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 249del  290del  291del  309.1C  315.1C 489C 493G  523del 524del

MA24 C1b2 1 |16075C  16223T 16298C 16325C 16327T 16519C 73G 249del  290del  291del  315.1C 489C 493G 523del 524del

BA20 C1b8 2 |16223T 16292T 16298C 16325C 16327T 16362C 73G 249del 263G 290del  291del 309.1C 3151C 489C 493G  523del 524del

AL18 C1d+194 2 |16051G  16223T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 194T  249del 263G 290del  291del 309.1C 315.1C 489C  523del 524del

CE10 C1d+194 1 [16051G  16184T 16223T 16287T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 146C 194T  249del 263G 290del 291del 309.1C 315.1C 489C  523del 524del
AL5 C1d+194 2 |16051G  16223T  16298C 16325C 16327T 16519C 73G 1947 249del 263G 290del  291del 309.1C 315.1C 489C  523del 524del

PE4 C1d1+194 1 [16051G  16184T 162237 16287T 16298C 16311C  16325C 16327T 73G 146C 194T  249del 263G 290del 291del 315.1C 489C  523del 524del

RN18 C1d1+194 1 |[16051G  16093C 16223T 16287T 16298C 16311C 16325C 16327T 73G 1947 249del 263G 290del 291del 315.1C 489C 523del 524del

CE13 D1 1 |16187A 162237 16325C 16362C 73G 263G 309.1C_ 315.1C_ 489C

MA2 H 1 [16129A 16519C 263G 309.1C_309.2C  315.1C

BA16 H2a5b1 1 ]16519C  152C 249del 263G 315.1C

RN21 Héalala 1 |16311C  16362C 16482G 239C 263G 309.1C  309.2C  315.1C

PI26 HVO 1 [16298C 72C 152C 263G 295T  309.1C  315.1C

RN17 Jict 1 |16069T 16126C 16172C  73G 185A  228A 263G 295T  315.1C  462T 482C  489C

CE29 J2b1ct 1 |16069T 16126C 16193T 16319A 16360T 73G 150T 152C 263G 295T 309.1C  315.1C 489C  523del 524del

AL15 Ki1a 1 [16224C  16311C_ 16519C  73G 195C 263G 315.1C 4977

PE11 K1a 1 ]16224C  16311C_ 16519C  73G 195C 263G 315.1C 374G 4977 524.1A  524.2C
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BA15 L0a1b1 1 161487 161687 16172C  16187T 16188G 16189C 162237 16230G 16278T 16293G 16311C 16320T 16519C 93G  95C  185A 189G 236C 247A 263G 309.1C 309.2C 315.1C 523del 524del

RN12 L0a1b1 1 [16129A 161487 16168T 16172C 16187T 16188G 16189C 162237 16230G 16278T 16293G 16311C 16320T 93G  95C  185A 189G 236C 247A 263G 315.1C 523del 524del

PE16 L1c1at 1 [16129A 161877 16189C 16270T 16278T 16293G 162947 16311C 16360T 16519C 73G 1517 152C 1827 186A 189C 195C 247A 263G 297G 315.1C 316A

AL20 L1c1a2 2 |16129A 16189C 16223T 16274A 16278T 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 165247 73G 76T 89C 93G  95C 152C 182T 186A 189C 236C 247A 263G 297G 3151C 316A  523del 524del
AL24 L1c1a2 1 [16129A 16189C 16223T 16274A 16278T 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 89C 93G  95C  152C  182T 186A 189C 236C 247A 263G 297G 315.1C 316A  523del 524del
PE17 L1c1b 2 |16086C 16129A 16187T 16189C 16223T 16241G 162787 16293G 16294T 16311C  16360T 16519C 73G 1517 152C 182T 186A 189C 195C 1987 247A 263G 297G 3151C 316A 416A 5187  523del 524del
BA14 L1c2 1 ]16093C  16129A 16187T 16189C 16223T 16265C 16286G 16294T 16311C 16360T 16519C 16527T 73G 1517 152C 1827 186A 189C 195C 198T 200G 247A 263G 297G  315.1C 316A
BAG L1c3b 1 16111A 16129A 16163G  16187T 16189C 16223T 162787 162907 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 1517 152C 182T 186A 189C 247A 263G 3151C 316A 385G  523del 524del
CEN L1c3b 1 16111A 16129A 16163G  16187T 16189C 16223T 16278T 16293G 16294T 16311C 16360T 16519C 73G 1517 152C 182T 186A 189C 247A 263G  309.1C 309.2C 3151C 316A 385G  523del 524del
BA4 L1c3bla 1 ]16129A 16163G  16187T 16189C 16209C 16223T 162787 16293G 16294T 16311C  16360T 16519C 73G 1517 152C 182T 186A 189C 247A 263G 3151C 316A  523del 524del

CE26 L1c3b'c 1 [16129A 161877 16189C 16223T 16278T 16293G 162947 16311C 16360T 16519C 165277 73G 1517 152C 182T 186A 189C 247A 263G 265C 315.1C 523del 524del

PES L1c4 1 116093C  16129A 16184T 16187T 16189C 16223T 162787 16294T 16301T 16311C 16360T 16519C 16527T 73G 941G 152C 182T 186A 189C 195C 247A 263G 297G 309.1C 315.1C 316A 523del 524del 575T
BA13 L2a1 1 1162237 162787 16294T 16309G 16390A 73G 143A  146C  152C 189G 195C 263G 315.1C 523del 524del

CE1 L2a1 1 1162237 16274A 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 143A  146C 152C  195C  228A 263G 309.1C 315.1C 523del 524del

CE19 L2a1 1 1162237 162787 16294T 16309G 16390A 73G 143A  146C  152C  195C 263G 315.1C 523del 524del

PI25 L2a1 1 1162237 162787 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 76T 146C  152C 195C 263G 309.1C 315.1C 316A

PE3 L2a1+16189+(16192) | 1 [16189C 16192T 162237 16278T 16294T 16309G 16390A 16519C 73G 146C 152C  195C 263G 309.1C 315.1C

MA20 L2a1f3 1 ]16183C 161887 16189C 16193de 16223T 16278T 162947 16309G 16368C 16390A 16519C 73G  146C 152C 195C 198T 263G 315.1C 524.1A 524.2C 524.3A 524.4C

P11 L2a5 1 ]16066G 16182C 16183C 16189C 16223T 16224C 162787 16390A 16519C 73G 146C  152C  182T 263G 309.1C 315.1C 51T

BA22 L2b1a 1 [16114A 16129A 16213A 16223T 16278T 16355T 16362C 16390A 73G 1507 152C 1827 195C 1987 204C 263G 3151C 418T  523del 524del

MA23 L2b2a 1 [16114A 16129A 16213A 16223T 16278T 16354T 16390A 73G 146C  150T 152C  182T 195C 1987 204C 263G 315.1C

PI10 L2c2 1 ]16093C 162237 16264T 16278T 16390A 73G 146C  150T  152C  182T 195C 1987 200G 263G 3151C 325T 523del 524del

AL16 L3b 1 ]16093C  16124C  16223T 16278T 16362C 16519C 73G 263G 3151C  523del  524del

MA31 L3b1a 1 ]16124C 162237 162787 16311C 16362C 16519C 73G 263G 3151C  523del  524del

RN16 L3b2 1 116124C 162237 16278T 16362C 16527T 73G 152C 263G 315.1C  523del  524del

MA32 L3d3a 1 ]16124Y 16183C  16189C 16223T 16278T 16304C 16311C  73G 152C 263G 315.1C 523del 524del

BA25 L3d4 1 ]16124C 162237 16260T 73G  152C 189G 195C 263G 315.1C  523del  524del

PE28 L3e1 1 161867 162237 16327T 73G  150T 189G 200G 263G 309.1C  315.1C

AL10 L3eta 1 ]16166G 161857 16223T 16327T 16519C 73G 150T 189G 200G 263G 309.1C 315.1C

RN20 L3e1b2 3 |16223T 16325del 16327T 73G  150T  185A 189G 263G 309.1C 315.1C

PE29 L3etd 1 161767 162237 16327T 73G  150T  152C 189G 200G 263G 315.1C

CE17 L3e2b+152 1 116172C  16189C 162237 16320T 16519C 73G 150T 152C  195C 263G 315.1C

MA29 L3e3 1 1162237 162657 16519C 73G ~ 150T  195C 263G~ 309.1C 315.1C  523del  524del

MAS L3e3 1 116178C 162237 16249C 16265T 16519C 73G 150T 195C 263G 3151C  523del 524del

AL19 L3f1b 1 ]16129A 16209C 162237 16311C 16519C 73G 189G 200G 263G 3151C  523del 524del

PE22 L3f1b+16192+150 | 1 |16209C 16223T 16274A 162927 16311C 16519C 73G 150T 189G 200G~ 207A 263G 309.1C 315.1C

AL26 L3f1b1a1 1 116093C  16129A 16209C 16223T 16292T 16295T 16311C  16519C 73G 189G 200G 263G 272G 309.1C 315.1C

PE7 L3f1b1a1 1 [16129A 161347 16187A 16209C 16223T 16292T 162957 16311C 16519C 73G 189G 200G 263G 272G 309.1C 309.2C 315.1C

BA21 L3f1b4c 1 ]16209C 16218T 162237 16256T 16292T 16311C 16519C 73G 150T 189G 200G 263G 315.1C

BA30 L3k1 1 ]16093C 162237 163557 73G  150T  152C 235G 263G 315.1C 4947

AL9 M1a3 1 ]16129A 16183C  16189C 16249C 16311C 16519C 73G 195C 263G 309.1C  3151C 489C  554T
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MA25 RO 1 [16320A 16519C 263G 315.1C
PE10 RO 1 [16519C 263G 309.1C  315.1C
PI2 RO 1 [16519C 263G 315.1C
PE26 T 1 |16126C 16263C 16294T 16296T 163017 16519C 73G 263G 309.1C  315.1C
AL23 U3alc 1 ]16343G  16356C 16390A 16519C 73G  150T 263G 315.1C
MA3 US5a1b+16362 1 |16192T 16256T 16270T 16362C 16399G 73G 263G 315.1C
RN22 Uba 1 |16172C  16183C 16187T 16189C 16219G 16278T 73G 263G 315.1C
1

BA1 X1 16104T 162237  73G 152C 153G 182T 200G 263G 3151C  523del  524del

Nota. Hapl6tipos compartilhados: BA20=BA3, AL18=PE15, AL5=P114, AL20=AL21, PE17=P119, RN20=RN7=RN9.




115

ANEXO D. Aprovagao do CEP-HUPE/UERJ

g "i I HOSPITAL UNIVERSITARIO W
ke ‘”"”3* : PEDRO EENESTO/ UERJ asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESGIUISA

Titulo da Pesquisa: DNA MITOCONDRIAL: Identificacio de linhagens maternas na Populagio Brasileira

Pesquisador: Tatiana Licia Santos Nogueira

Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: 55747516.0.0000. 5259

Instituigio Proponente: Hospital Universitirio Pedro Emesto/UER.)
Patrocinador Principal: MIMISTERIO D& EDUCACAC

DADOS DO PARECER

Humero do Parecer: 1.542.187

Apresentagio do Projeto:
O presente projeto se caracteriza por apresentar proposta de realizagdo do primeiro estudo vinculado ao
estudo do mtDNA no dmbito da populagio
brasileira que =2 relaciona com um projeto de interesse da defesa nacional. E parte integrante do projeto
intitulado “Estudos estratégicos em Defesa
Macional, Educago Nacional & Ensino Militar no Ambito das Aplicapdes Forenses do DNA®, aprovado no
Edital CAPES/Pro-Defesa n® 03142013, o
sob a coordenacdo do Prof. Dr. Elizeu Fagundes de Carvalho, no dmbito de convénio entre o Instituto de
Biclogia do Exército e a Universidade do
Estado do Rio de Janeiro.Serdo analizadas amostras pertencentes ao Repositdrio de Amostras do Exército
Brasileiro, provenientes de todo temritono
nacional, com o intuito principal de construir um Banco de dados de perfis genéticos mitocondriais
ezspecificamente de militares. O mesmo podera
tambeém agregar informagdes importantes com diversas aplicac@es na identificacdo humana e de outras
ESpeCies.

Endersge: Avenida i e Setembro 77 - TémeD

Balrro:  Via lsabel CEP: 20.551-030

UF: RJ Municipla: RIQ DE JANEIRO

Telafons:  [21)236E-3253 Fax: ([21)2262-0B53 E-mall: cep-hupa@uer.br
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Situagao do Parecen
Aprovado
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DENIZAR VIAMHA ARAUJO
{Coordenador)
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ANEXO E. Termo de Consentimento de Uso de Dados (TCUD).

§<\ &Jd‘% Universidade do Estado do Rio de Janeiro H L

: % Centro Biomédico I rﬂg i

-3% UERJ 5‘ Instituto de Biologia Roberto de Alcantara Gomes Ay
% o Laboratdério de Diagnésticos por DNA

TERMO DE CONSENTIMENTO DE USO DE BANCO DE DADOS
(Conselho Nacional de Satide, Resolucio 196/96)

Pesquisadores Responsaveis: Elizeu Fagundes de Carvalho (IBRAG — UERJ) — Telefone (21) 2334-2183
Dayse Aparecida da Silva (IBRAG — UERJ) — Telefone (21) 2334-2183
Tatiana Lcia Santos Nogueira (IBEx — EB) — Telefone (21) 3860-1615

Noés, pesquisadores supra citados e abaixo assinados, envolvidos no projeto de titulo: DNA
MITOCONDRIAL — ANALISE DE LINHAGENS MATERNAS NA POPULACAO BRASILEIRA, referente ao projeto de
tese de doutorado de Tatiana Lucia Santos Nogueira, nos comprometemos a manter a confidencialidade sobre
as amostras utilizadas e seus respectivos dados coletados nos arquivos do REPOSITORIO DE AMOSTRAS DO
EXERCITO BRASILEIRO - RAEx, situado no interior das instalagdes do Instituto de Biologia do Exército — IBEX,
bem como a privacidade de seus contetidos, como preconizam os Documentos Internacionais e a Resolugdo
CNS n2 196/96 do Ministério da Saude. Informamos que os dados a serem coletados dizem respeito a
naturalidade e etnia dos militares cadastrados no sistema, incluindo todos os Estados brasileiros. Declaramos
ainda que:

a) O acesso aos dados, para fins da pesquisa cientifica, serd feito somente apos aprovagdo do projeto de
pesquisa pelo CEP- HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO (CEP-HUPE);

b) 0O acesso aos dados sera supervisionado por uma pessoa que esteja plenamente informada sobre as
exigéncias de confiabilidade;

c) Asseguraremos 0 compromisso com a privacidade e a confidencialidade dos dados utilizados,
preservando integralmente o anonimato e a imagem do sujeito bem como a sua ndo estigmatizagdo;

d) Asseguraremos a n3o utilizagdo das informagBes em prejuizo das pessoas e/ou das comunidades,
inclusive em termos de autoestima, de prestigio e/ou econdmico-financeiro;

e) Os dados obtidos na pesquisa serdo usados exclusivamente para a finalidade prevista no protocolo;

f) 0Os dados obtidos na pesquisa somente serdo utilizados para o projeto vinculado. Todo e qualquer
outro uso que venha a ser planejado, serd objeto de novo projeto de pesquisa, que serd submetido a
apreciagao do CEP-HUPE;

G) Devido a impossibilidade de obtencdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido de todos os
sujeitos, assinaremos esse Termo de Consentimento de Uso de Banco de Dados, para a salvaguarda de seus
direitos.
Rio de Janeiro, RJ, 13 de outubro de 2015.
@bw%/ ot YR
Elize gd@des de Carvalho — RG 3815593 (SSP/RJ) Dayse Aparecida §a Sifva - RG 21798 (CRBig-2)
Tatxana Liicia Santoszfc;gum ra—= R(iQ_14)77264-3 (MD/ EB) Lucio Aparec;do uiz —Cel
Pesquisador que ird acessar os dados RG 0476002134 (MD/EB)

Diretor do IBEx
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ANEXO F. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

BEx

i bl‘ug ':::':‘.“:.. Instituto de Biologia Roberto de Alcantara Gomes — UERJ
ihsamiann

e Instituto de Biologia do Exército — IBEx

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECIDNO
(Elaborado em 11/08/2014)

Titnlo do projeto de pesquisa: “DNA mitocondrial — andlise de linhagens
maternas na populacio brasileira™
Voce esta sendo convidado a parficipar de uma pesquisa que ira estodar as
caracteristicas do DNA mutocondnal de diversos individuos da populagio brasileira, com o
objetive de construr um banco de dados representativo de todo pais, enfre outres. Os
pesquuisadores responsavets, Dr. Ehzen Fagundes de Carvalho, Dr* Dayse Aparecida da Silva, da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, e a Major Farmacéutica Tatiana Tieia Samtos
Nogueira do Institato de Biolegma do Exércite. no Fio de Janeire, pretendem realizar um estudo
COm as seglintes caracteristicas:

Objetivo do estudo: padronizar metodelogias para analise de DNA mutocondrial no
ambito do Exército Brasileiro, com o intuite de possibilitar a identificacio de restos mortais de

militares; e constnur um bance de dados de DNA mitocondrial da pepulaciio brasileira.

Beneficios aos participantes e para a sociedade: o individue poderd nfio se beneficiar

por participar deste estudo, mas estard ajudando os pesquisadores a obter informacdes para o
estabelecimento de uma metodologia de analise molecular que sera utilizada em processos de
1dentificacio de mmlitares. Além disso, os resultados da pesquisa possibilitario a construgio de
um banco de dados de DNA mutocondrial da populacio brasileira, o qual pedera contribur na
identificacio de mdividuos também no &mbito civil.

Descricio dos procedimentos para coleta do matenal biologico: sera realizada uma
coleta de sangue com mma agulha do dedo médio de uma das mios, de onde serdo recolludas

almumas gotas do sangue em papel de filtro absorvente. Todo procedimento serd realizade por
equipe capacitada, utilizando material descartavel M&o ha nisco relacionado ao procedimento da
coleta do sangue do dede. por ser um procedimento minimamente mvasivo gue envelve apenas
unea pequena picada de agulha.

Garantia de liberdade: Sua participacio & totalmente voluntiria. Vocé pode escolher ndo
participar ou desistir a qualquer momento. Além disso, nenhum membre da pesgquisa ou mesmo
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superior hierarquico o constrangera ou ordenara a participar do estudo, estando a parficipacio
suberdinada a sua escolha mdividual.

Direito de confidencialidade e acessibiidade: Cada participante podera ter acesso, a
qualquer momento, ao sen proprio resultado. As mformacdes relacionadas ac estudo sfo
tratadas como confidencials e servirdo para a elaboracio de literatura cientifica. No entanto, se
qualquer informacdo for divulgada em relatorio ou publicagio, 1sto sera feito sob a forma
codificada, sem aparecer nenlum nome, para que o sigile seja manhdo.

Despesas e compensacdes: A sua participagio no estudo nfo fera custo algum As
despesas porvenhura existentes serdo de responsabilidade dos pesquisadores. Pela sua
participagio no estude, vocé tambem nio recebera nenhum valor ou compensagio financeira.

(Garanfia de acesso aos pesquisadores: em qualquer fase do estudo vocé tera pleno acesso
aos pesquisadores Tesponsavels:

Maj Tatiana pelo telefone (21} 3890-2135 ramal 2133; no Instituto de Biologa do
Exército, situado 4 Fua Francisco hMamiel, 102, bairmo Benfica, Fio de Janeiro, FJ, ou através
do e-mail: tnogneira. ibexihetmail com

Professora Dayse Aparecida da Silva, D.Sc. Professora Adpmta, Institute de Biologia
Roberto Alcantara Gomes - UERJ. Av. Sdo Francisco Xawvier, 324 — Prédio Haroldo Lisboa da
Cunha — Témeo — Laboratone de Diagnosticos por DNAL Tel: 21-2334-2183, email:
dayse.a silva/@grenl com br.

Havendo necessidade, sera possivel, amda, enfrar em contato com o Comuté de Ftica do
Hospital Pedro Emeste (HUPE), Boulevard 28 de setembro, 77, tameo - Vila Isabel
Cep 20.551-030 - Rio de Jamewro - BJ, Umversidade do Estado do Fio de Janero, Fio de
Janeiro, BJ. ou pelo telefone 2868-2233, de sepunda-feira a sexta-feira das 09:00-12:00h e
13:00-17:00h, ou através do e-mail- cep-hupegimer).br.

CONSENTIMENTO

Fio de Janewo,  /  / . En. b o texto acima
e compreend a natureza e o objetive do estudo do qual fin comvidado a participar. A explicacio
fue recebl menclona os nscos e beneficios do esudo. Eu entendi que sou livre para mtermomper
minha participagio no estudo a qualguer momento sem justificar minha decisdo. e sel que
qualquer problema relacionade sera nvre de custos para mum Eu concordo volimtanamente em
participar deste estudo e receberel uma copia desse Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) e a onfra ficara com o pesquuisador responsavel por essa pesquisa.

Assmatura do voluntano Idade

Assimatura do pesquisador
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